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ジフテリ菌の生存機構補遺

金沢大学医学部細菌学教室（主任：西田尚紀教授）

　　　　寺　　本　　友　　一

　　　　　（昭和38年5月6日扱付）

　年報で1）2）著者はジフテリア菌の作る「oval　gra・

nule」が細胞化学的にはvegetative　phaseの細胞と

著しく異なり，生存実験の上ではこの菌の生存にあず

かる形であろうと述べ，且つ生化学的にはmetabolic

dormancyをいとなむものと推定し細菌のspore構造

と似たものであることを暗示した．この「oval　gra・

nule」の存続に関して前報で述べた時は培養直後から

形成まで（すでに早期に完成するが）と更にその後1

カ月目（培養直後より）までの詳しい過程についてふ

れなかったので，本報ではこの点について述べたい．

実験材料及び方法

　使用菌株：前半1）に述べた13株の内RT－2株及び上

田株を主として使用した．

　穎粒体の定義：前報に同じ．

　穎粒体形成率・Gram染色で，塗抹菌の個々のよく

分離した部分を選んで，ocular　counterの区画内の総：

回数に対するclub－shape及び「oval　granule」を数

えた．総里数は1回大体20視野1000個の菌を数え，3

回の平均を出した．

　固形培養基表面のpHの測定：東洋濾紙pH試験紙

（B・T・B，C．R，　T・B）をこまかく切りこれをscrew　cap・

ped　bottleに入れてぬれないようにして115。C，10分

高圧滅菌した．これを菌が生えた培養基の表面（菌苔
の上）’
ﾉ当てその色調によりpHを測定した．滅菌

試験紙は普通の試験紙と比べてその反応力において差

のないことをあらかじめ確かめておいた．

　培地：前報に使用した培地を主として使用したが，

中には後に詳述する特殊培地を使用した場合もあっ

た．

実　験　成　績

　実験工．糖及びFeイオンと境野体形成の関係

　L6伍er培地に加えるブイヨンに糖として1％Mal・

tose，1％Glucose，0．5％Glucoseを加え，また1％

Glucoseを加えたものにFeSO4・7H20溶液（血清を

加えた最：終濃度が50γ／ml　Fe＋＋となるようにFeSO4・
　　　　　　　ロ
7H20を加えたもの）を加えたものを作り，計4種の

培地を37。Cに保存して1カ，月間，日を追って穎粒体

の形成率を観察した．その結果はMaltoseはGlucose

より劣り，またGlucoseでは1％より0．5％方が形成

やや良好であった．Feイオンはやや阻害的に働くよ

うに思われた．しかし以上4つの条件は顯粒体形成に

著名な影響を与えないように思われた．

　実験皿．培地のpHの変動と穎粒体形成の関係

　L6田er培地と条件を同じくするため0．25％にGlu・

coseを入れたPope消化寒天培地3）並びにchocolate

寒天培地を作り，：Lb銀er培地におげる単粒体形成率

と比較した．37。Cに保存し1カ月間，日を追って菌

の生えた培養基表面のpHを測定した．菌株は5株を

使用した．

　一般に初めのpHよりGlucoseの分解により一時

的にpHが低下して，その後上昇するのが常であっ

た．

　Pope消化寒天培地（初めのpH　6．6）はpHの上

昇が急速で，その1カ月間の変動範囲はほぼpH　6．3

～9．4に及び，強アルカリ性となり全く穎粒体を形成

しない．

　L6田er培地（初めのpH　6．8）はPope消化寒天

培地よりpHの上昇がゆるやかであり，その1カ月間

の変勤範囲はpH　6．5～7．8に及び，やはりアルカリ

性が強く，一度は糖分解のためpHは下降するが後早

くpHが上昇した．その穎粒体形成時のpHは最低

6．7，最高7．5であった．

　これに比しchocolate寒天培地（初めのpH　6．6）

はpH：も安定し，その1カ月間のpHの変動範囲は

pH　6・2～6．6で，その穎粒体形成時のpHは最低6．3，

最高6．6であった．なお初めのpH　6．2のchocolate

寒天培地を作製し同様の検査を行ったが穎粒体の形成

は初めのpH　6。6ものと同様であった．特に穎粒体

　Addendum　to　the　Thesis“Studies　on　the　Mechanism　of　Survival　of　C．　Dψ履加7吻”Yuichi

Teramoto，　Department　of　Bacteriology（Director：Prof．　S．　Nishida），　School　of　Medicine，

Universlty　of　Kanazawa．
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形成良好なChocolate寒天培地はむしろ酸性であっ

たから，穎粒体の形成は特に酸性において弱いという

ことはない．chocolate寒天培地が1ケ月間安定した

pHを示したことはその強い生存力と関係があるかも

知れない．

　実験皿．C．C．Y．培地4）とGlycerol並びにCasamino

acidと三巴体形成の関係

　Glycero1がジフテリア菌穎粒の形成を促進するとい

う報告5）がある．著者は前報に使用した（》C・Y．培地を

基とし，グリセロ燐酸ソーダの代りにGlycerolを使

用，またCasein　A　4）（Caseinのhydrolysate）の代

りに市販のく）asamino　acid（Difco調製）で代用して

見た．Caseinのhydrolysateを使ったC・C。Y・原法

培地は穎粒体の形成においてL6mer培地より良好だ

が，chocolate寒天培地よりはるかに劣った．しかし

Casein　AをCasamino　acidで代用して見ると，発

育は極めて良好となったが穎粒体の形成は明法よりは

るかに悪かった．次にグリセロ燐酸ソーダをGlycero1

とNa2HPO4で代用して見たが穎粒体の形成は原法培

地より悪かった．

　実験IV．培地保存温度と頼粒体形呼率の関係

　面恥の実験の結果保存温度が穎粒体形成に関係があ

ると考えられたのでL6伍er培地，血清寒天並びに

chocolate寒天培地を使用し，0～4。C，25。C，37。Cの

3温度に保存して穎粒体形成率を検討した．用いた菌

株はRT－2株及び上田株である．その結果を表1に

示した．表中記号は2株の平均値によった．即ち一は

形成なきもの，士は0．1～2．4％，＋は2．5～4．9％，甘

表1　培地保存温度と頴粒体形料率の関係
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＊表紋　一，雨粒体形成せず．

　　　±　0・1～2．4％の形成率

　　　十　2・5～4．9％の形成率

　　　什　5．0～9．9％の形成率

　　　柵　10．0～19．9％の形成率

　　　柵　20．0～39．9％の形成率

　　　珊　40．0％の形成二二上

本

導ま5．0～9．9％，卦十番ま10．0～19．9％，冊畳ま20．0～39．9％，

柵は40．0％以上の形成率を表わしている．

　0～4。Cではすべての培地でvegetative　phaseの

ままの形で，殆んど穎粒体の形成はなかった．37。C

では相当二二体が形成されたが，保持がやや悪く，25

。Cが最も形成率がよくまた保持される率も高かっ

た．この現象は各培地を通じて共通であった．顯粒体

形成の時期としては25。Cでは5～10日で最高に達し

たが，37。Cでは5日目までにはすべて最高に達して

いた．

　またこの3種の培地の中では常にchocolate寒天培

地が形成良好であった．L6fHer培地では穎粒体がよ

く形成されたが，その保持が悪かった．なお120。C，

20分加熱滅菌したchocolate寒天培地を作製し，その

顯粒体形成の様相を検討したが，普通のchocolate寒

天培地と殆んど変らなかった．以上の成績はchoco・

1ate寒天培地が最も長く生存する前報1）の結果と一致

した．L6田er培地が37。Cで長く生存しないのは穎

粒体の保持が悪いためと判った．

　実験V．各種培地上の二二体形成

　以上の実験で培地により二二体形成が異り，choco・

late寒天培地が最も穎粒体形成がよく，また25。Cが

保存の最：適温度と判明したので，次の諸種培地を用い

て25。Cに保存し，その二三体の形成率及びその保持

される率を検討した．即ちchocolate寒天培地におけ

る寒天濃度を1％，1．5％，2％のものを作った．また

血液成分を血球と血清に分けこれを普通寒天培地に10

％に加えた血球寒天培地，血清寒天培地を作り，また

この中間として血液寒天培地をも作った．その他に

Pope消化寒天培地も使用した．菌株はRT－2株，上

田株を使用した，

表皿　各種培地における頼粒体形成率
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米表申記号は表工参照．
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　その結果は表∬に示した如く，chocolate寒天培地

がすぐれ，中でも寒天濃度の高いもの程よいことが判

った．血液成分中血球：寒天培地が最も形成良好で，次

いで血液寒天培地，血清寒天培地の順であった．Pope

消化寒天培地は殆んど穎粒体は形成されなかった．こ

れらの事実は，そのまま菌の生存力の強さと関係する

ことは前報でのデータと比較すれば明らかである．

考 察

　以上の成績を第1報と比べるとき，穎粒体形成の観

察成績は以後長期間にわたって菌を生存させる培地の

能力とよく一致している．換言すれば生存するかしな

いかは，25。Cでは5日目ですでに明白のように見え

る．37。CではL6伍er培地の如く，5，10，15日と頼

粒体の減少するものは長く生存せず，chocolate寒天

培地の如く四丁体をよく保持するものは長期に生存す

ることが判明した．したがって37。Cでは5，10，15

日と検討すれば生存するかしないかが判る．

　25。Cという保存温度はジフテリア菌のエネルギー

の消耗が緩徐であるため穎粒体が長く保持されると思

われる．しかし37。Cで穎粒体が保持されにくいのは

エネルギーの消耗が早いだけでなく「oval　granule」

が膨隆し，破列する傾向が強いことが主因と考えられ

る．もしこれが保持されれば37。Cでも生存は長い．

　L6田er培地でも固いものがgranularとなるという

報告5）があるが，確かに培地の固さも関係するかも知

れない．血球が液体成分である血清よりよいことも固

い故とも考えられ，またchocolate寒天培地もその固

さがその長所の原因であるかも知れない．

　　　　　　　　結　　　　　論

　ジフテリア菌を種々の条件下で保存し，1カ月間の

間，穎粒体の形成を観察した．その結果は，

　1）穎粒体は培養・基表面（菌苔の上）のpHが6．2

～7．5の間で形成され，培地のpHがこの範囲内で安

定している培地が最も穎粒体形成良好であった．

　2）0～4。q　25。C，37。Cに保存した場合，いずれ

の培地でも25。Cが最も穎粒体形成良好で，次いで

37。Cであったが，0～4。Cでは殆んどその形成を見な

かった●

　25。Cでは5～10日でその数が最も多く，以後減少

したが，最も安定して保持された．

　37。Cでは5日目ですでに最高に達していたが，培

地によっては著しく不安定であった．

稿を終るに臨み，御指導並びに御校閲下さいました西田尚紀教

諭授びに御指導御鞭撞†さいました谷友次名誉教授に深く感謝致

します・
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Al）stract

　The　process　of　forming“oval　granules”in　C．4ψ配乃〃毎θhad　been　observed　in　detail

for　a　month　immediately　after　its　inoculation　on　a　variety　of　media　under　different　condi・

tions．　The　results　obtained　were　as　follows；

　1．Better　results　for　forming　the　granules　were　obtained　in　media　where　proper　pH　had

been　kept．

　2，0f　the　temperatures　tested，25。C　was　the　most　effective　for　their　formation．　It　occurred

both　at　25。C　and　37。C，　but　25。C　was　definitely　better　for　letting　the　granules　persist　in

media　than　the　latter　temperature．

　3．The　abilities　of　media　to　Iet　the　organism　survive　could　be　anticipated　when　the　tra距

sitionary　formation　of　the　grallules　was　observed　on　5th，10th　and　15th　days　instantly　after

the　inoculation　on　the　media　tested．


