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Cl．　novyiの毒素原性に関する研究

1．CI．　novyiのtoxigenic　strainsの分離につV・て

金沢大学大学院医学研究科細菌学講座（主任・西田尚紀教授）
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　わが国において土壌のClostridiaの分布を見る際，

Zeissler＆Rassfeld　1嶺6）の方法に従がう場合が多い．

その方法は被検材料を肝臓ブイヨンの中に投じ，時日

の経過と共に加熱温度を次第にあげて分離するとき，

自然界から2週目から3週目に最も多く分離されるが

2），無毒のCL　novyiもかなり多く存在することが知

られている．

　最近この無毒株はType　Cと呼ばれているが，　C1．

nOVyiの無毒株の存在については佐々木の他にも従来

沢山の人によって指摘されて来た所である2）7）8）。一方

Clostridiaの同定には毒素が重要な位置をしめる所か

ら考えて，無毒株と有毒株との関係を明らかにするこ

とが大事であるが，しかしこの無毒株と有毒株との関

係は今日に至るも全く判っていない．このような過程

の中で，著者の研究室の石田9）はCl．　welchiiで，真

田10）はCL　tetaniで被検材料の加熱を強くすることが

毒性株を除去する結果となる事実を述べ，このことか

ら更に胞子形成能の強いことが無毒株の重要な因子で

あること，換言すれば有毒株はこの胞子形成能を失う

ことによって生成されると述べ，有毒株と無毒株との

関係を細菌生理の上から明らかにした．

　毒素の生成が胞子形成能によって制約されることは

その後玉井11）らによってC1．　sordelliiについても証

明されるに至ったが，この事実が毒素の生成に関して

相当にひろい基礎的な立場を示すことから考えて，

CL　novyiを研究するにあたって先ずこの立場より出

発することが望ましいと考えられた．

　著者は本論文でZeissler＆Rassfeldの方法に従っ

てC1・novyiを分離したが，この方法は時日の経過

と共に胞子形成能の強い菌をえらぶ原則に一致もるの

で，この際被分離株の毒性を定量すれば胞子形成能と

毒素との調係を明らかにしうるように見えた．このこ

とに関して既に佐4木2）の仕事があるが，この中では

両老の関係は必ずしも明らかではない．しかしながら

従来分離に携った多くの研究者たちは，欧米のZeiss・

1er＆Rassfeld法に従わない入12）13）（被検材料をあ

る特定の培地に入れて1回だけ分離するという方法を

とる研究者）をも含めて，分離に忙しく毒性の分離を

なおざりにしがちであるように見える．

　著者は先ずCI．　novyiの分離をZeissler＆Rassfeld

法で行ない．その菌の毒性を検討したいと考えたが意

外にも従来知られるC1．　novyiの培地は，自然界か

ら沢山分離されてくるものの毒素の産生には必ずしも

適さぬ場合が多く，多くの成書に記載されるWalbum

＆Reymannの培地14）といえどもこの非難をまぬがれ

難いものであった．そこで先ずこの培地を検討して毒

素産生の最適条件を決め，ついで被売材料に対しての

加熱がそこから分難iされる菌の毒素産生にいかに影響

するかを決あたいと考えた．

実　四方　法

　実験材料：被検材料である土壌は金沢市内及び大学

近辺（市内道路，下水，運道場，畑，水田等）からの

もので，これら土壌よりC1．　novyi　62株を分離した，

　菌分離法：土壌約19ずつ各々2個の50m1容量ス

クリューキャップつき投薬瓶に30mlの肝・肝ブイヨ

ンを入れたものに入れた．一方の肝・肝ブイヨンを

70。C　10分，他の1つを1000C　10分加熱し，直ちに冷

却したのち，37。C魚卵器で培養した．3日目，7日

目，14日目，21日目に各々の肝・肝ブイヨンから0・5

mlずっとり，中試験管内の肝・肝ブイヨンに移植し・

更：に次の如く加熱した．即ち70。C　10分加熱投薬瓶か

らとったものは更に70。C　10分加熱，100。C　10分加

熱投i薬瓶からとったものは更に100。C　10分加熱した

後，この加熱された培地を更に37。C艀卵器で48時間

培養し，その1白金耳を：Naglerの改良したWein・
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berg’s　V．　F．　blood　agar平板培地15）で分離した．嫌

気度：を厳重にすることがC1．　novyiでは必須であっ

たが，このためにはピロガール，無水炭酸ソーダ法4）

によった．培養は37。C八一器で36時間であった．

　CI，　novyiのコロニーはレチチナーゼ反応．　pearly

Iayerを参考にして分離した．早；期培養から分離され

たコロニーは他のClostridiaと混合していることが

あるため，如上の平板培地で再分離を行なって純粋に

した．なお1つの土壌件数から1個の株を分離するこ

とを原則とした．

　同定＝分離した個々の菌について先ずMax　Steme

＆；van　Heyningen　16）の記載に従って生物学的性状検

査を行なった．検査に用いた培地のペプトンはポリペ

プトンを使用した．生物学的性状検査の判定は37。C

7日間培養の後判定した．判定の基準はグルコース分

解（十），マルトース分解（十）または（一），ラクト

ース分解（一），シュクロース分解（一），インドール

形成（一），凝固血清消化（一），ゲラチン液化（＋）

としたが，インドール形成弱陽性も存在することが報

告されている所からして2），著者もこの弱陽性のもの

を含めた．更に生物学的性状検：査でCL　novyiと一

致したものについてはOakley　17）法によりWein・

berg’s　V．　F．　blood　agar平板培地にA型抗血清（7一

レチチナーゼ抗血清（280units／ml）），　B型抗血清

（β一レチチナーゼ抗血清（27units／ml））（英国We11．

come　Res．　Lab．製）の0．1mlを半面に塗布してそ

のレチチナーゼ反応の抑制作用を調べて同定，型判定

した．

　毒素用培地：…毒素用培地としてはWalbum＆Rey・

mann　14），楊18），　Wildf曲r　19）らのものがあるが，毒素

産生の強さが充分でなかったり，またあるものは沢山

の菌の毒素原性を定量的に調べるに適しなかったりし

たので，著者は毒素原性を調べる前に，この菌の毒素

産生の至適条件を吟味する要のあることを知った．そ

の結果最上のものとして著者が考案した方法では標準

砂Cl．　novyi　No．140は最高105　m・1．d．／m1の毒素を

示した，この培地の詳細は本文で述べることとして次

のような成分を含んでいた．即ち肉水にクックトミー

ト5％，ポリペフ。トン3％，Nac10・5％．最終pH

7．2として菌移植直前にマルトース1％，：Na2HPO4・

12H200．5％，チオグリコール酸ナトリウム0．1％に

なるように加えた．

　毒素の測定：毒素用培地に37。C艀卵器で48時聞培

養した後，培養液を遠心し，上清液にトルエンを加え

て1昼夜室温に放置した後トルエンを除去して毒素液

を作り，これを10倍稀釈法で1％ペプトン水にて稀釈

し，各稀釈の毒素を2匹のハツカネズミ（体重16～20

mg）の尾静脈内に0．5　m1ずつ注射し，3日間観察

した後，2匹のハツカネズミを死に至らしめたML・

D．を測定した．時として詳細にする必要のあるとき

は二段階稀釈間を更に細かく2倍段階稀釈法を行なっ

てLDlooを求めた．また毒性のあるものにはそれぞれ

抗血清によって中和されるか否かを確かめた．

実　験　結果

　実験13毒素用培地の検討

　Walbum＆Reyma皿14），　Wildf曲r　19）らの培地で

標準株C1．　nOVyi　No．140を使用してその追試を行

なったが強毒素をうることが出来なかった．Walbum

＆Reymannの実験は「培地の始発pH：を8．0とし，

糖を出来うる限り除去する（Coli－fermentationで除

去する）」ことに特徴があるが，この条件でPopeの

digest　brothを用いて1日，2日，3日，4日の濾

液を検したがいずれも原液で漸くハツカネズミをたお

すことが出来るに過ぎなかった．ついでプロテオ一面

・ペプトン（大五栄養K：．K：．）の濃度（2，4，6，10

％），培養温度（36。C，34～35。C，31～32。C，25～28

。C）について試みた．更にまた，　Wildf廿hr　19）にな

らってPopeのdigest　brothに3％にペプトン（ポ

リペプトン）を加えたのち肝片を加え5日間にわたっ

て観察したが，その極めて著しい発育にもかかわら

ず，毒性は依然として0～101m．1．d．／m1にとどまっ

た．

　実験の途次，著者の研究室で使用している継代用の

クックミートブロース（5～10％肉量）に糖を加える

と102～103m．1．d．／m1の毒素を出すことを知った．

そこでグルコースを0．5％に加えて緩衝液として燐酸

ソーダを用い，pH　7．4とした．培養時間は上述の実

験からほぼ24～48時間の間に最高があると思えたので

一応以下の実験をすべて48時間培養の後収穫した．

　a）燐酸緩衝液濃度＝グルコースを0．5％に加えた

1％ポリペプトン・ブロースに5％にクックドミート

を加えて増殖を確保し，Na2HPO4・12H20を0，0．1，

0．4，0．8％に増した．その毒性は上述の順でそれぞれ

400，800，1，600，4，000，2，000m．1．d．／m1となり燐…酸

ソーダの効果の大きいことを知った．従って以後燐酸

ソーダを0．5％に加えることとした．

　b）肉量：グルコース0・5％，燐…酸ソーダ0．5％，ポ

リペフ。トン1％に加えたブロースの肉量を5，10，20

％に加えたが，5％の肉量の存在は0％に比べて常に

優れているが，5％以上に肉を増しても別にそれ以上

に好影響を与えなかった．恐らくCL　nOVyiの際に
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は肉の存在はその増殖の安定性を確保する程度であれ

ばよいと思われた．

　c）ペプトン濃度：上述の条件で，ただペプトン濃

度だけを1，2，3，4，5％と変えるとその毒性は飛躍

的に増し，上述の順でそれぞれ1，600，4，000，20，000，

20，000，8，000m．Ld．／m1となった．従って以下の実験

からすべてに3％ペプトンを用いることとした．

　d）糖の濃度，種類＝マルトース，グルコース，フ

ラクトースについて0．5％で上述の条件（ペプトン3

％，肉量5％，燐酸ソーダ0．5％）では20，000，8，000，

160m．Ld．／mlでマルトースが最もよく，1％の糖で

は40，000、16，000，200m♂1．d・／mlで1％マルトースが

最もよかった．

　e）温度：36。Cと30。Cの温度について上述の最

適条件（湯量5％，ポリペプトン（大五）3％，Nacl

O．5％，マルトース1％を二水にとかし，始発pH　7．4

としたもの）で4日間観察したが，36。Cの際は24，

48，72，96時間では2万，20万，20万，2万m．1・d・／

m1であったが，30。Cでは20万，20万，20万，20万

m．1．d．／m1であった．10倍段階稀釈から1更にこまかく

毒素の分析を行なわなかったが，温度は36。Cよりや

や低い方が望ましいように思えた．

　f）肉から浸出されるLipidの影響：山岸20）らは

アルカリ下で肉が加熱されるとC1．　welchiiの7一毒

素の産生が著しく抑えられると述べた．しかしながら

CL　novyiのγ毒素がこのアルカリ環境下で煮沸さ

れることによって殆んど影響をうけないことが判っ

た．

　従って爾後上述の成分を含んだ培地をCl，　novyiの

毒素産生用培地として使用した，

　実験豆：被検材料の加熱温度並びに日を追って分離

することの分離株の毒素原性に及ぼす影響

　即ち上述の条件で42土壌件数について70。C　10分加

熱土壌からの分離と，100。C　10分加熱土壌からの分離

の2系列について日を追って分離した．（実験方法の

項参照）

　a）70。C　10分加熱土壌からの分離

　表1で示される如く3日目に土壌件数42中11の土壌

から11株を分離した．分離された11株のすべてが有毒

株（Type　A）で，その毒性は103　m．1．d．／m1以上104

m・Ld．／ml以下であった．

　7日目では残りの土壌31中11の土壌から11株分離出

来たが，そのすべてがType　Aであった．毒性は102

m．Ld。／m1程度で103　m．Ld．／m1を示すものはひとつ

もなかった．

　14日目ではその発見は容易となり，検出率が高く，

表1　土壌材料70。C　10分加熱し．たものから

分離したC1．　novyiの毒素と型との関係

養
四
面
日
分離
株数
分離株の毒性
（m．1。d．／m1） 備 考

3ill　i　1・・（11株）111株・Typ・A

711111・・（1㈱【11株・Typ・A

14

21

17

3

101　（13株）

100（1株）
0　（3株）

100（1株）
0（2株）

14株：Type　A

3株：Type　C

1株＝Type　A
2株＝Type　C

まだ分離されない20例の土壌から17例のC1・novyiが

発見された．しかし無毒株（Type　C）は21％にのぼ

り，有毒株（Type　A）の毒性も102　mJ．d／mlのも

のはなく，すべて101m．1．d．／m1かまたはそれ以下と

なった．

　21日目には3例の土壌からすべて発見されたが，こ

のうち2株が無毒株（Type　C）であった．

　即ち日を追って分離すると次第に毒性株が少なくな

り，逆に無毒株（Type　C）が分離されることが明白

となった．

　b）100。C　10分加熱土壌からの分離

　表2（a）で示される如く3日目では42土壌件数中5

表2（a）土壌材料100。C　10分加熱したもの

から分離したCL　novyiの毒素と型との関係

養
数
四
日

3

7

離
数
分
株

5

5

分野株の毒性
（m．1．d．／m1）

102（4株）
101（1株）

102（1株）
101（3株）
100（1株）

備 考

5株＝Type　A

5株＝Type　A

の土壌から5株を分離することが出来た．そのすべて

が有毒株（Type　A）であったが毒性は101　m．Ld．／m1

から102m．Ld／m1であった．70。C　10分加熱土壊から

の同日分離に比べてその毒性は低く，103m．1．d．／m1

のものはなかった．

　7日目では残りの37土壌件数中5の土壌から5株分

離することが出来たが，そのすべてはType　Aで，

毒性は100m．Ld．／m1から102　m．1．d．／m1であった，

これは70。C　10分加熱土壌からの同日分離に比べて低

い値を示した．即ち102mJ．d．／mlが1株，101　m・1・d・／

m1が3株，100　m．1．d．／m1が1株であった．

　この実験では100。C　10分加熱した材料については
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表2（b）土壌材料100。C　10分加熱したもの
から分離したCI．　NOvyiの毒素と型との関係

培養
日数

14

21

分離
株数

20

20

分離株の毒性
（ln・1・d・／ml）

102（6株）
101（7株）
100（4株）
0（3株）

101（9株）
0　（11株）

備 考

17株：Type　A

3株：Type　C

9株：Type　A
11株：Type　C

14日目，21日目の分離は行なわなかった．しかし比較

検討のため別の材料について14日目，21日目について

行なった実験成績を示すと表2（b）の如くであった．

即ち20土壌件数について行なったが，材料を培地に投

入してこれを100。C10分加熱し，更に14日間培養し

た20土壌件数中，20の土壌から20株分離し，100％の

検出率を見たが，そのうち有毒株（Type　A）は17株

存在し，101～102m．1．d．／m1の毒性を有した．無毒株

（Type　C）は3株あった．

　21日目では同じ20土壌件数から20株分離されたが，

無毒な株の分離が目立つた．即ち20株巾11株が無毒株

（Type　C）であり，有毒株（Type　A）は9株で，そ

の毒性はすべて1001n．1．d．／m1であった．

　以上のように日を追って分離すると，その毒素原性

の減弱は70。C　10分加熱と100。C工0分加熱のシリー

ズとも同一の傾向であるが，無毒株の比率はいずれも

100。C　10分加熱のものが遙かに多いことを示した．

　C1．　novyiの検：出率は3週目まで行なった62例につ

いて100％であった．これは従来土壌から25～64％と

報告21）されているものと大きく異なる所であった。

考 案

Clostridiaでは，その同定の基準となるべき生物学的

性状が種々異なって判定に困る場合が少なくない，こ

の中でCl．　novyiは諸研究者1）2）16）22）23）24）25）によって

ほぼ一致した性状となっており，著者もこれに従っ

た．ただここで問題となるのは，CL　nOVyiは一般に

凝固血清消化能がないとされているが，L．　Ds．　Smith

はType　Bの中で消化陽性のものがいくらかあると

報告22）していることである．　しかしながら著者はCl．

novyi同定の基準として凝固血清消化能陽性のものを

除外したから，この際Type　Bを除外しているので

はないかという疑いが残るが，教室保管のType　B　3

株（L．Ds．　Smithより送られた1株を含めて）はい

ずれも著者の条件下では凝固血清消化能陰性である

し，またたとえ陽性であるとしても強い消化能をもつ

ものとは思われないのに対して著者が除外したものは

いずれも強くこれを消化しているので著者がこの方法

でType　Bを除外しているとは思えなかった．加え

てこれらの株はType　B特有のピンポイント・コロ

ニー yび「pearly　layerを伴わぬレチチナーゼ反応」

などを欠いているからType　B或いはType　Dでな

いことは明白である．

　従来土壌から分離されたc1．　novyiの型判定を試

みた報告はないが，著者が土壌から分離したすべての

株はA型か或いはC型で，B型或いはD型は発見する

ことは出来なかった．　（著者の平板培地条件ではB型

及びD型はよく発育し，特にB型，D型の発育に関し

てはagafをかぶせるなどして嫌気度を厳重にする必

要はなかった．）

　ついで著者がインドール微弱陽性のものもとったの

は著者の教室の佐々木2）が土壌からのC1．　novyi分離

株の中でユ8．6％にわたって陽性のものがいると述べて

いるからである．

　以上の分離の中で著者は：Naglerの改良したWein・

berg’s　V・F・blood　agar平板培地を使用したが，こ

の培地ではC1．　novyiの発育が従来のZelssler平

板培地に比べてよいばかりでなく，その作るpearly

layerを伴うレチチナーゼ反応は著しくこの菌の検出

を補けるのであって，このことが従来のZeissler＆

Rassfeld法を使用したものに比べて格段の検出率を

示す原因と思われる．（Zeissler＆Rassfeld法に従わ

ぬ英・米・仏の学者は材料について1回忌けの分離し

か試みていないから分離率が低いのは当然である．）

　これらの分離株の毒素原性に関しては従来の研究者

のdataはこれを欠いているが，若しあったとしても

有無について記載する程度で定量した成績は全くなか

った．しかしながら，先ずこの定量を試みるに当って

意外にもこの毒素用培地として最も引用されるWa1・

bum＆Reymannの培地は自然界から分離されるこ

れらの株（Type　A）の毒素産生用の培地としては毒

素価があまりに低いことが判った．（著者の培地では

A型のNo．140，分離株のA型37101，37105，37110

はそれぞれ105，102，102，iOo　m．Ld．／mlを示したが，

Walbum＆Reymannの培地では100，100，100，100

を示すに過ぎない．）

　この際Walbum＆Reyma皿が最：高の毒素をうる

ために糖を加えないばかりでなく，醸酵によって含ま

れる糖を除いているのに対して著者が1％に糖を加え

ているという著しい相違がどこに由来するかは興味ふ

かい．Oakleyら17）も型判定にはfermented　bro面を

用いているが，しかし著者の培地を用いることが，土
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壌から最も多く分離されるA型の毒素原性を検索する

には遙かに能率がよいことが判った．

　このように培地によって毒性の検出度が異なりC型

の判定は著しく変動するばかりでなく著者の成績から

型としての独立性は再検討を要することが判った．

　土壌から分離されたこれらの型のうちC型がA型の

胞子形成株であるに過ぎないのではないかと考えられ

るに至ったが，上述の実験で日を追って分離すると毒

性株が次第に除去さ．れて行くmechanisimは毒性菌

の生成を考え．る上に興味がある．これらの毒性菌は日

を追って分離して行くうちに除去されて行くものと思

われ，生き残るものが胞子形成能の強いものであるこ

とが想像される。

　胞子形成能の強いものが毒性が弱いのではないかと

いう想定は同一条件で温度：だけを異ならしめた2つの

場合即ち，一方を70。C　10分加熱，他方を100。C　10

分加熱で分離したとき100。C　10分加熱に耐えるもの

が毒性が弱いということからも推定される．これと等

しい現象はC1．　welchii　26）やC1．　tetani　27）でもいろ

いろの毒素原性の菌をうるために段階的な加熱を加え

た際に見る所であった．これらについては後報で更に
　　　　ク
述べられるであろう．

　　　　　　　　結　　　　　論

　　　　　　　　　　　　　　　　、
　1）CI．　novyi　Type　Aの毒素産生の条件を吟味し，

Routine　WOfkに用いうる安定した条件を規定すると

共に，強毒素産生の条件を確定した．

　2）従来わが国で用いられたZeissler＆Rassfeld

法による分離法をCI．　novyiの分離に応用すると，

日を追って分離されるC1・novyiの毒素産生が弱く

なることが判った．即ち3日目分離では103m．1．d．／ml

程度，1週目では101～102m．1．d．／m1，2週目0～102

m．1．d．／ml，3週国0～101　m．Ld．／m1であった．

　3）土壌の加熱を増せば，毒素の弱い株が分離され

た．従って逐次的に分離する方法に加えて加熱を上げ

て行くことは，強い毒素原性株を消去する結果となる

ことが判った．

　4）Naglerの改良したWeinberg’s　V．　F．　bloodagar

平板培地を使用して土壌件数62例の土壌約1g中には

100％にC1．　nOVyiを証明することが出来た。

稿を終るにあたり，絶えず御熱心に御指導と御鞭健下さいまし
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を表します，並びに本実験に際し，貴重な菌株を分与下さいまし

た伝染病研究所宮崎正之助教授に深く感謝致します．
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                                      Abstract

   1. Strains of Cl. novyi were isolated from the soil specimens cultivated in liver broth

 for various lengths of time and their toxigenicities were examined. It was revealed that

 the longer the incubation time, the less toxigenic strains were isolated.

   2･ Strains of Cl. novyi were isolated from the soil specimens heated at 700C or 1000C

 for 10 min. and their toxigenicities were examined. The findings obtained suggested that

 toxigenic strains were sensitive to the higher temperature of heating than the less toxigenic

 stralns.

   3. These findings implied that the toxigenicities of Cl. novyi were closely related to their

 sporulating potencies.


