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C1．　perfringensの溶血毒に関する研究

金沢犬学医学部微生物学教室（主任　谷友次教授）

柴　　田　　道　　也

　　翅。物α8励αぎα

　　（昭和30年8月9日一三）

1．溶血毒産生に及ぼす培地並びに各種物質の影響について

　C1．　per丘iDgensの毒素に関しては：Bu11＆

Pritchett　1）が最初にこれを記載して以来，数多

くの研究が報告されている．培地並びに各種物

質の効果についてもTamura　2），米沢3），高橋

4），片柳5）等の報告があるが，著者は溶血毒を

中心として，培地及びこれに添加せる糖類，金

属イオン，各種発育素躍の作用について実験を

試みた．

　　　　　　　実　験　方　法

　供試菌株は：PB　64株．

　培養は肝臓ブイヨン以外は総：て嫌気壺中にて嬢気的

に培養した．

　溶血毒の力価測定は所要時間培養した培養液の遠心

（3，000r・P・m・20分）上清を生理食塩水にて稀釈し，

0・5m1量系統で小試験管に階段的倍々稀釈する．これ

に2％山羊血球液の1滴宛を加え，充分振寸寸37。C，

1時間ついで室温24時聞放置後溶血を判定した．判定

記号は柵完全溶血，丁丁んど完全溶血，十丁丁溶血，

士微かに溶血，一全く溶血せず．溶血価は一般に完全

溶血を示す最大稀釈倍数を用いた．

　　　　　　　実　　　　　験

　1．溶血毒力価測定時におけるpEの影響

　37。C，18時間培養の培養液遠心上清のpHは

普通5乃至それ以下に下っているので，これを

苛性ソーダを用いてpE　5，6，7，8に修正

し，夫々について溶血毒力価を測定した．培地

は1％Glucose加肉汁ブイヨンを用いたものを

第1表に示すが他の培地でも同様の傾向を得

た．即ちpH　6において最高の溶血価を得た．

以後の実験はすべてpH　6に修正して行った．

第エ表　溶血価とPH

1〕H

稀釈倍数

5．0

6．0

7．0

8．0

原

柵

柵

柵

2

冊

柵

柵

柵

4

柵

珊

8

柵

柵

副柵

16 32

柵

柵

珊

64

柵

柵

128

柵

柵

十

256

十

十

512

±

1028

十

2056

　2．各種培地における溶血価

　使用した培地はpH　7．8肝臓ブイヨン，　pH

7．4肉汁ブイヨン，ペプトン水，カゼイン水解

液：培地（カゼイン酸加水分解液0．28％N，Mg

SO4・7H200．002％，　Na2HPO4・12H200．576

％，KH2PO40．024％，　tryptophane　O．01％，

NaCl　O・2％）の4種である．37。C，18時闇培

養を行った．第2表に示す如く肉汁ブイヨンに

おいて最高の溶血価を示した．肝臓ブイヨンで

は発育は極めて良好であるに拘わらず溶血毒産

生は不良であった．

　3．培養時間による溶血価の浩長

　肉汁ブイヨンを用い，菌接種後所要時間毎に

溶血価を測定した．第3表に示す如く，溶血毒
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第2表　　各種培地における溶血価

　　稀釈倍数

培　　地

肝臓ブイヨン

肉汁ブイヨン

ペプトン水
カゼイン培地

原

柵

柵

2

柵

二

三

柵

4

柵

8

珊

柑

十

16

柵

枡

32

柑

64

十

柵

十

128

柵

256 512 1028

十

2056

第3表　　培養時間と溶血価

　　稀釈倍数：

培養時間

4

6

10

14

18

24

原

題

柵

柵

冊

柵

2

柵

柵

柵

冊

柵

4

十十

砦H・

柵

柵

柵

8

十

柑

柵

柵

16

十

柵

柵

柵

32

柵

64

十

山

風

柵

ユ28

柵

256 512

十

1028

十

十

2056

産生は菌の発育と同時に起り，発育の極期に至

り溶血価も最：高となる．以後24時闇迄殆んど変

動は見られなかった．

　肝臓ブイヨンを用いての実験も同様の傾向を

示した．

　4．糖類の影響

　肉汁ブイヨンに0．1，0．5，1．0，2．0％’の割

にGlucose，　Lactose，1）extrinの3種：を添加し，

第 4 表

糖

Glucose

工actose

．Dextrin

濃度
（％）

0．1

0．5

1．0

2．0

0．1

0．5

ユ．0

2．0

0．1

0．5

1・0

2．0

128
倍

柑

柵

柵
・二

三

柵

柵

柵

柵

256

柵

柵

柵

什

柵

冊

什

十二

十

柵1柵

512

冊

柵

柵

二

十

1024

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

2048

±

18時聞培養のものについて溶血価を測定した．

成績は第4表に示す如くである．Glucose添加

により溶血価は上昇するが，1％で最大とな

り，それ以上の濃度では著しい変化は見られな

かった．：Lactose，　Dextri11でも大体同様の成績

であるが，溶血価は梅低い．

　5．金属イオンの影響

　C．diphtheriae　6），　C】．　tetani　7）の毒素産生や，

C1・per面ngens　8）9）エ。）のブドウ糖代謝に二価鉄

イオンが重要な関係をもっことが知られてい

る．著者はC1．　perfrlngensの溶血毒産生に関

し，Fe＋＋イオンを中心として他の金属イオン

についても検討した．

　培地は燐酸カルシウム沈澱法11）による引鉄を

6回繰返した1％Glucose加肉汁ブイヨンを用

いた，最：初：Fe＋＋（：FeSO4・7H20溶液を用いる）

を1mlにっき0．1，0．5，1．0，5．0，10．0γ添

加したものにっき溶血価を測定した．：Fe＋＋量

が少ない時は発育も悪く溶血価も低いが，1．0γ

加1添加で発育も良好となり，溶血素も除鉄を

行わないものと同程度に認められ，それ以上の

計量の添加はこれと殆んど差を認めなかった．

（第5表）
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第5表　Fe十十割引溶．血価　（Fe十十量は培地1ml申の量）

　　稀釈倍数

：Fe＋＋量

0・1Y

O．5γ

1．0γ

5．0γ

10．OY

2

野

冊

柵

4 8

冊1学
齢柵
柵　1柵

柵隔
柵隔

16

柵

柵

柵

柵

32

柵

柵

64

柵

柵

128

柵

山

回

256

十

冊

柵

512

十

柵

柵

1024

什

什

2048

土

±

±

　Fe＋＋を1．oγ／m1添加した培地に：Fe＋＋＋

（FeC13），Cu＋＋（CuSO4・5H20），Ni＋＋（NiSO4），

Co＋＋（CoC12），　Mn＋＋（MnC12）を夫々　1．0γ／

m1，及び10・0γ／ml宛添加した培地について検

討したが，対照以上の溶血価を示すものは認め

なかった．：Fe＋＋＋，　Cu＋＋を10．0γ／1n1添加し

たものでは却って阻害的に作用した．

　6．発育素その他の物質の影響

　1％Glucose加肉汁ブイヨンに次の7種：の物

質を添加して溶血価を検討した（括弧内数字は

培地1ml中の濃度）．

　▽itamill　B1（0．5mg，1．Omg），　Vitami11：B2

（0．1mg），Vitamin：B12（1。5γ），Nikotln酸（0．1

mg，0．5mg），核酸（10mg），ヘーフェエキス

（0．1m1），肝臓エキス（0．1ml）：牛肝臓を温水

にて滲出したもの．以上について試みたが特に

溶血毒産生に効果ありと認められるものはなか

った．

　　　実験1に対する総括並びに考按

　CL　perfringensについてその溶血毒産生を，

種’々の培地及びこれに種々の物質を添加して実

験を試みた．溶血毒は各種の培地で産生される

がpH　7．4肉汁ブイヨンが最：も良好であり，更

に1％の割にGlucoseを加えたものが最高の

溶血価を示した．種々の発育促進物質等の添加

によっては見るべき成績を得なかった．一般に

肝臓ブイヨンを除いて，菌の発育の良好のもの

程，溶血毒産生も良好のように思われる．肝臓

ブイヨンでは発育良好なるに拘わらず毒素の産

生が弱いのは肝臓片によるものと思われる．

旺．溶血毒産生の機序についての検討

　所謂菌体外毒素なるものは菌の増殖時におい

て細胞外の生活環境え遊離されるものであっ

て，細胞内には毒素成分を有しないという概念

が従来多くの学者によって考えられてきたので

あるが，近時菌体内のCytoplasmaがメジウム

内に流出したものであるという説が多くなって

来ている．このことは所謂菌体外毒素を産生す

るCL　tetani　12）13），　CL　botulinum　14）15），　C．

diphtheriae　16）17），　Sh．　dysente：riae　18）19）20）など

において，一体から毒素の抽出或いは証明に成

功している．Cl．　per丘ingensの溶血毒について

も，菌体を崩質せしめることによってこれを証

明したという報告5）21）があるが，著者はこの毒

素産生が果して菌の崩壌によって産生されるも

のか否かという問題を中心として，増殖と溶血

毒産生，生菌数，酵素活性の半長の関係及び菌

体内より毒素抽出の実験を行った．

　　　　　　　実　験　方　法

　供試菌株＝C1・perfringens　P：B　64

　培養基及び培養方法：　1％Glucose加ブイヨン

（pH　7・2）を用い，これに肝ブイヨン18時聞培養の菌

を接種し，嫌気上滑にて嫌気的に所要時間培養した。

　溶血毒力価測定は前実験に同じ．

　発育菌量の測定：所要時聞培養のものより一一定量

の培養液をとり，遠心集菌し，蒸溜水にて2回洗源の

後，一定量の蒸溜水浮游液を作り，光電値により元の

培地100ml当りのmgNを算出した．

　生菌数の測定：1q　24時閻培養の培養液50m1を

とり遠心集菌し，これを50m1の生理食塩水に再浮游
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し，光電値より両菌液のmgN／ml量を測定し，生理

食塩水を24時間培養の菌液に添加して，両者の同一量

申の菌濃度を等しい1ng：N量にする．この菌液の同量

を生理食塩水にて102，104，106稀釈を行い，夫々よ

り0・01m1をZeissler李板に塗布し，48時間嫌気的

培養を行い，各々3枚の卒板上の集落数の李均値を算

出した．

　酵素活性の測定：所要時間培養後，遠心集菌し，

pll　7．2，　M／15燐酸緩衝液にて3回洗源後4mgN／mI

の趨止菌液を作製し，Warburg検：圧計を用い，窒素

気団におけるGlucoseよりのガス発生量を測定した・

実験成績並びに考按

　1％Glucose加肉汁ブイヨンを用いての：培養

時間と培養液の溶血毒力価との関係，培地中の

癸育菌量及び培地のpHについて測定した結果

は第6表に示す如くである．培地100m1中の

菌量は18時闇に至る迄漸次増加し，以後48時聞

迄は変化はなかった．溶血価は菌の増殖と平行

する．培地pHは6時間目に5．2，10時聞目に

4．8と下ってからは変化はなかった．

第6表　：培養時聞と培；地pH，

　　溶血価，発’育量の関係

た如く，後者が梢ヒ多いようであるが大差は認

めなかった．

　培養10時間，24時間，48時間のものより作製：

した静止菌液について，Warburg検圧計を用い

窒素気申における0．02M，1．Oml　Glucoseより

発生するガス（H2及びCO2）量を測定するこ

とにより酵素能の浩長を検討した．第1図に示

す如く10時間，24時聞のものでは殆んど差を認

めず，48時間のものにおいて矛傑減少する傾向

を認めた．

＼騨4
培地PH
溶血価
菌　　量：

5．2

　2

2．2

6

5．2

　8

4．5

10

4．8

128

7．3

14

4．8

256

14．1

18

4．8

512

17．5

24

4，8

512

17．5

48

4．8

512

17．5

（溶血価は柵の最大稀釈倍数，菌量は

mgN／1COmlを示す．1％Glucose加
肉汁ブイヨン使用．）

　対数増殖期の培養10時聞及び極期静止期の24

時闇の同一菌量中の生菌数の値は第7表に示し

第7表　培養10，β4時間における

　同一菌量中の生菌数の比較

102　　　104　　　　106

μ1

1500

菌液稀釈倍数

　　　　　　　　536　26　　5
10　時…間　　　　　　　347　　エ4　　　5

　　　　　　　　528　13　　4
　　　牢均値　　　　　　一

24時間

李均値

470　18　　5

540

570

486

25

30

23

2

11

7

532　　26　　7

1000

500

第　1　図

　　　　10時間

24時間

48時間

註　窒素気中におけ

　　るGlucoseより

　　のガス発生．

　　Glucose　O．02M，

　　エm】

　　菌液41ngN／m1，

　　0．5ml

　　Phosphate
　　：Buffer　pH　7．0，

　　0．2M，0．5m1

0 　60　　　　　　120

時間（分）

　以上の成績から見るにCl．　perfrlngensは培

養4時闇目頃より対数増殖期に入り，16時間頃

で極期に達し以後菌の増殖は見られない．培養

液上清の溶血毒力価は培養液の混濁と共に現わ

れ，増殖と共に増加し極期に達してからは変化

はなかった．この聞対数増殖期である10時聞目

及び極期を過ぎた24時闇目のものの同一菌量申

の生菌数においても殆んど差を認めない．叉酵

素活性の点について見ても培養10時間，24時間
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の菌において殆んど差を見なかった．

　C．diphtherfae　17）においては増殖に二って軍

位菌量中の生菌数が著しく減少し，又酵素活性

も急激に降下してゆく現象，叉C1．　tetani　13）に

おいて毒素が培養液申に出現し始める頃に，培

；地中の’菌量が著明に減少してゆくという事実と

比較して見’るに以上のCL　perfriDgensの成績

とは全く趣を異にするのである．

　東山13）はCI．　tetaniの若い解体を用い，菌

体内より毒素の抽出に成功しているし，西田17）

も叉C．diphtheriaeの菌体内に毒素の存在を

認めている．C】．　perfriDgensにおいても菌体を

超音波による破壌21），凍結融解による破壌5）に

よって溶血毒を認めたとの報告がある．著者も

菌体内毒素の証明の目的で次の実験を行った．

培養10時闇の菌体を遠心集議し，生理食塩水に

て3回洗記し，菌体を湿菌菌体重量（gr）：生

理食塩水＝1：5の割合に生理食塩水に浮游し

た．この菌体浮游液にトルオールを加えて氷室

及び艀卵器内にて自家融解を行わせ，1週間の

間毎日2m五宛これをとり，遠心上清にっき溶

血価を測定したが，何れも0であった．叉該菌

液を凍結融解20回繰返した後，乳鉢内にて手ず

り40分行った後の遠心上清についても同様測定

したが，これにも溶血毒を認めることはできな

かった．

　所謂菌体外毒素産生菌の毒素産生が醜体の崩

壊によって起るという根拠となる実験の主なる

ものについてC1．　perfrillgensを用いての実験

を試みたが，何れも菌体崩壊を裏づける成績を

認めなかった。Cl．　perfringensの溶血毒は菌の

増殖と共に培養液中に産生され，菌の崩壊又は

Autolyseといった現象によるものではな：いと推

察される．

結

　C1・perfrlngensの溶血毒について次の結：果を

得た．

　1．溶血毒はpH　6．0において最：高の溶血価

を示した．

　2．各種培地及びこれに添加せる糖類金属

イオン及び7種の発育促進物質の影響について

語

観察し，1％Glucose加肉汁ブイヨンが溶血毒

産生に最適の培地であることを認めた．

　3ド熔血毒産生は菌体の崩壊叉は融解による

ものでばないと推定される種々の結果を得た．

　稿を終るに当り恩師篠路…欠敢授の御指導と御校閲を

深く感謝致します．
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