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第1章　　緒 論

　ウェルシ＝菌（Clostriaium　Perfγingens）はヒトや動物の腸管，下水あるいは土じよう

など自然界に広く分布している。本菌は戦争の際には外傷感染によるガス壊疽の原因とし

て注目される。他方，食品中で増殖した本所を多量に摂取するとガス壊疽とは性質の全く

異なる食中毒を起こす。

　ウェルシュ菌による食中毒は，古くは1895年にKlein1），1943年号Knoxら2）および

1946年にMcClung3）によって報告されているけれども，1953年掛Hobbsら4）が系統的

に詳しく報告してから注目されるようになった。　ウェルシュ菌にはA～Fの6つの型（毒

素産生型）があるが，食中毒に関与するのはA型およびF型である。Hobbsらの研究によ

り食中毒はおもにA型の耐熱性（100。，1～4時間）株によるとされ，これら耐熱性株は

凝集反応により現在1～17型4－6）に分類されている。なお，F型による食中毒はZeissler

らやHainによって報告されているが，その後は全く事例がない7）。

　A型菌による食中毒は，中には症状の激しいものもあるが，一般に軽症で一両日で正常

にもどるものが多く，特に衰弱した者または高令者でない限り生命の危険はない。しかし，

F型菌による食中毒は壊死性腸炎とも呼ばれ，症状は激しく，そのために死亡するものも

多い。

　英国（England　and　Wales）における統計によると1956～1965年8）の間に毎年64～110

件のウェルシュ菌食中毒が発生しており，ブドウ球菌（Staphylococci）とほぼ同数を示し

ている。さらに，1962～1965年7－10）の食中毒の事例について検討すると，ウェルシ＝菌食

中毒の過半数は集団発生であって，全集団発生の26～42％を占めていることが注目される。

わが国においては，1959年に山県らが報告して以来27件の本食中毒11－30）が報告されてい

るが，やはり過半数が患者数100名を越す集団発生であり，また，その原因は集団給食に多

い。従ってA型菌による食中毒は一般に軽症であるとはいえ，本食：中毒が起きた場合の社

会的損失はかなり大きい。

　ウェルシュ菌による食中毒は加熱食品によって起こるのが特徴とされ，英国などでは鶏

肉や牛肉など食肉の調理・加工食品がおもな原因食品になっている8－10・31）。わが国では，
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諸外国とは異なり，魚貝類の調理・加工食品による事故が比較的に多く，本食中毒の半数

近くを占めている。魚肉調理・加工食品の主原料である生鮮魚貝類からのウェルシュ菌の

検出は中川ら32）および善養寺6）によってなされているにすぎない。また分離ウェルシュ菌

の毒素産生型，Hobbs型およびその他の特性についてはほとんど明らかにされていない。

従って，本論文では1966年6月から同年の10月にわたって生鮮魚貝類からウェルシュ菌の

検出を試み，本菌による生鮮魚貝類の汚染状況を明らかにした。　同時に，分離菌株につい

て毒素産生型およびHobbs型を型通し，更に，分離菌株の耐熱性および生化学的諸性質に

ついても検討した。研究に当たっては，先ずウェルシュ菌を増殖させ鑑別する新培地を作

成してウェルシュ菌の検出を容易かつ確実にする一方，胞子を形成させる新培地の作成に

よって分離菌株のウェルシ＝菌としての同定を確実にした。また，Hobbs型株におけ’る耐

熱性あるいは非耐熱性胞子の形成を明らかにし，更に，胞子を同調的に形成させて胞子の

休眠状態を観察した。他方，魚肉加工食品からのウェルシュ菌の検出も行なった。また，

ウェルシュ菌食中毒の予防方法の一助として，多数のHobbs型株に対する数種防腐剤の

最小生育阻止濃度を測定した。更に，魚肉ねり製品および魚肉ソーーセージを対象に，接種

ウェルシュ菌（Hobbs型株）の生育に対するフリルフラマイドの効果および貯蔵温度の影

響も試験した。

第2章　　ウェルシュ菌の新検出培地

　ウェルシュ菌食中毒は，諸外国ではおもに鳥獣肉食品に起因するが8－10・31），わが国で

は魚貝類の調理・加工食品に起因することが比較的に多い33・34）。従って，調理あるいは

加工原料として利用される生鮮魚貝類について，　ウェルシュ菌による汚染状況を明らかに

することは，食品衛生上から有意義なことと考えられる。　これら日常食品のウェルシュ菌

による汚染を調査するには，適切な選択培地が必要である。

第1節ウェルシュ菌の新増菌・鑑別培地の作成

　ウェルシ＝菌の選択培地としては，カナマイシン加卵黄培地（CW寒天培地）35），亜硫

酸塩・ポリミキシソ。サルファダイアジン培地（SPS寒天培地）36）およびトリプトン・

亜硫酸塩・ネオーマイシン培地（TSN寒天培地）37）などがある。前2者を採用した場合に

は，Clostriaium　bife7mentansや球菌類が随伴生育するのでウェルシ＝菌の純離が煩雑で

ある。一方，後者（TSN寒天培地）を用い46Qで培養すると，α．　bifermentansの生育が

阻止され，ウェルシェ菌の純潔が有利になる。　しかし，これを分離培地として使用した場

合には，多量の検：体を接種するのに適しないなど若干の欠点がある。このため，Marshall

ら37）のウェルシュ菌定量用TSN寒天に，乳糖とL一アスコルビソ酸ナトリウムの添加お

よび寒天濃度の減少などの改変を施した新培地（LAS培地）をウェルシュ菌の選択増菌・

鑑別培地として作成した。

：LAS培地の調製

　LAS培地はつぎのa液，　b液を混合して調製する。

　a液）ポリペプトン159，酵母エキス109，乳糖29，塩化ナトリウム59，硫酸第一鉄

（FeSO4・7H20）0．259，寒天19，精製水1000ml，　pHを7．2～7．3に調整した後，試

験管（2・3×15cm）に30mlずつ分注し，121。，15分間滅菌・滅菌後のpHは7．0～7．1。
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　b液）ポリミキシンB硫酸塩6mg，ネオマイシン硫酸塩15mg，亜硫酸ナトリウム75mg

および：L一アスコルビン酸ナトリウム300mg，精製水10ml。

　使用直前にa液30m1に対しb液1，0mlをろ過滅菌して添加する。

第2節魚貝類からのウェルシュ菌検出における新培地の適用性

　LAS培地を使用して生鮮魚貝類からウェルシュ菌の増菌・検出を試みた。その結果，分

離213株のうち93％が辺野喜5）のウェルシュ菌同定基準に一致し，この培地がウェルシュ菌

の選択的増菌・鑑捌培地として実用できることが明らかになったので，その詳細を述べる。

　実　験　方　法

　1．　ウェルシュ菌の分離試料および試験期間

　供試魚貝類のうち，魚類はアジ，サバ，コノシロなど29種，171個体，ケンサキイカは8

個体，クロアワビは2個体，アカマテガイは4個体および小エビ剥き身は8個体で，計193

個体を試料にした。各試料は長崎市内の4地域の小売店で購入した。　入手後，直ちに4～

50に保ち4時間以内に供試した。なお，ウェルシュ菌の分離は1966年6月から同年10．月の

間に実施した。

　2．検体からのウェルシュ菌の増菌および分離

　試料からの検体の採取は無菌箱，滅菌器具を使用し，すべて無菌的に行なった。　各検体

からのウェルシュ菌の分離には，まず，LAS培地で増菌培養した後に，分離する方式を採

用した。

　i．LAS培地によるウェルシュ菌の増菌培養

　魚体からのウェルシュ菌の検出は，体表および消化管について，それぞれ加熱および無

加熱検体に分けて行なった。すなわち，無加熱検体の場合には，LAS培地31　ml入り試験

管の底部に検体（体表：背部皮膚10cm2あるいは消化管：1～29）を投入後，ゴムせん

で饗せんする。加熱検体の場合には，LAS培地のa液30m1入り試験管の底部に検体を投

入し，80。湯浴中で20分間加熱後，、45。まで急冷してから，これにb液1．Om1を添加し，

同様に密せんする。46Q，24～48時間培養し，培地の黒変とガス産生が認められた場合をウ

ェルシュ菌の増菌培養油性と判定する。

　なお，貝類は，無菌的に開殻後，エラと消化管を，エビ剥き身はそのままを検体とし，

イカは魚類と同様に体表と消化管にわけてウェルシ＝菌の検出を行なった。

　ii．増菌培養からウェルシニ菌の分離

　上述の増菌培養で陽性反応が認められたものを直ちに37。に移し，24時間以内に1白金耳

を0．5％o卵黄加CW寒天35）平板（カナマイシンの添加不必要であった）に塗布し，37。で

嫌気培養（水素ガス充てん，Deoxo＊使用）する。この平板上に生育した乳糖分解（酸の産

生）とレシチナーゼ反応がともに陽性の集落をウェルシュ菌として釣菌35）する。なお旧離

菌株はクックドミート培地で37。，24時間培養後，室温（25。以上）で保存した。

　3．分離菌株の性状試験

　分離菌株を同定するために，Table　2－2に示したウェルシュ菌の性状について試験した。

＊室温ではたらく触媒（Engelhard社製）
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これら性状は，特記しない限り，常法によって試験した。

　i．胞子形成試験：胞子の形成は第3章の胞子形成新培地によって行なった。

　ii．運動性試験：グルコ・一ス無添加の半流動チオグライコレート培地（寒天0．2％e）に

せん刺培養し，培地全体の混濁の有無で判定する方法38）によった。

　iii．硝酸塩の還元試験：硝酸カリウム0．1％添加チオグライコレー・ト培地（グルコー・スは

無添加あるいはO．1％，寒天は0．1％a）を使用した。接種直前に100。，15分間加熱，急冷後，

せん刺培養した。

　iv．インドール形成試験：試験培地は，ポリペプトン2．O％o，酵母エキス0．5％，リン酸

水素ニナトリウム（Na2HPO4・12H20）1．O％，チオグライコール酸ナトリウム0．1％，

寒天0．2％，pH　7．2を用い，判定はKovacs試薬39）によった。

　v．炭水化物分解試験：チオグライコレート培地（グルコー一一一・スおよび酵母エキス無添加，

寒天0．3％，pH　7．0）に供試糖類1．0％を加えたものを試験培地とした。キシロース，フ

ルクトース，ガラクトース，マンノーース，マルトース，トレハロース，ラフィノース，　マ

ンニット，イノシットおよびサリシンはその水溶液をろ過滅菌して培地に添加し，他の供

試糖類は別に加熱滅菌した水溶液を培地に添加して使用した。37。，3日間せん刺培養後，

0．2％BTB溶液を滴下し，酸の生成が認められたものを陽性とした。

　vi．レシチナーゼ抑制試験5）：卵黄加CW寒天平板（直径9cm）の中心部にA型抗毒素

血清（Wellcome　Research　Laboratories社日）2滴を直径約5cmに塗布し，乾燥後に画

線培養する。血清塗布面で，供試菌のレシチナーゼ作用が完全に抑制された場合を陽性と

した。

　vii．溶血性試験：牛血液寒天平板培養におけるベーター溶血性を常法に従って試験し

た。Yamamotoら40）は二重溶血環の形成をウェルシュ菌の特徴としているが，ここでは

べt一…ター溶血が認められたものはすべて陽性とした。

実　験　結　果

　1．LAS培地によるウェルシュ菌の鑑別と他の簡易鑑別試験との一致性

　従来，食中毒原因細菌の判定には，簡易・じん凝性の必要から，きわめて限られた鑑別

試験法が設けられている。ウェルシュ菌定量用のTSN寒天培地37）では，硫化水素を産生

して培地を黒変するコロニーをウェルシュ菌と鑑別している。その他，　レシチナーゼ反

応35），運動性36），硝酸塩の還元36）などの各試験もこの菌の鑑別に応用されている。

　増置用に作成したLAS培地では，乳糖0・2％を添加したために，ウェルシュ菌の生育が

確実になり，　また培地の黒変のほかに乳糖の分解に基づくガス産生を新たに鑑別要因とし

て加えることができた。LAS培地を用いて増菌培養を行なった結果，　Table　2－1に示し

たような細菌が分離された。すなわち，i）培地を黒変し，ガスを産生する菌株が大多数で，

そのほかに，ii）培地を黒変するがガスを産生しないものと，　iii，　iv）のように黒変もガス

産生も認められないものとが少数例で認められた。

　すべてのLAS陽性培養から，乳糖を分解するレシチナーゼ陽性の桿菌がほとんど純培

養に近い状態で分離された。　これら分離株はTable　2－1に示したように，すべて運動性

がなく，また硝酸塩を還元した。すなわち，上述の諸性質においてTable　2－1記載のウ



6 長崎大学水産学部研究報告　第31号（1971）

エルシュ菌鑑別条件に一致した。しかし，TSN寒天培地でのように，単に培地の黒変のみ

で陽性と鑑別したときは，ii）のように，少数ではあるがウェルシュ菌に該当しない細菌を

含む危険がある。また，LAS陰性培養からは，レシチナt・一一ゼ陽性，乳糖から酸産生，非運

動性および硝酸塩の還元陽性の各鑑別条件に完全に一致する細菌は分離されなかった。

Table　2－1．　Agreement　between　Characters　of　Strains　lsolated　from　Cultures

　　　　　with　LAS　Medium　and　Criteria　for　Presumptive　ldentification　of

　　　　　　Clostridium　perfringens

Groups　and　numbers

of　isolated　strains

i）　Rods，　213＊i

ii）　Rods，　3

iii）　Rods，　1

iv）　Cocci，　11

Cl．　perfringens

Enrichment　culture　with
　　LAS　medium＊2
Blackening　Gas　Growth

十

十

土

十 十

十

土

土

十 十 十

Egg　yolk－CW　agar
（lactose　agar）一plate

Lecithinase　Acid

十 十

十

十 十

Moヒility
Reduction

of　nitrate

十

十

十

十

＊1　i）　presumed　as　Cl．　p　erfringens

＊2　Culture　temperature：460C．’Composition　of　LAS　medium　：　a）　polypeptone　15　g，　yeast

　extract　10　g，　lactose　2　g，　NaCl　5　g，　FeSO4　e　7H20　O．25　g，　agar　1　g，　distilled　water

　　1000　ml，　pH　7．2tv7．3．　Pour　30　ml　into　each　test　tube　（2．3×15cm），　then　sterilize　at

　　1210C，　for　15　min　（pH　after　sterilization　7．0’v　7．1）．　b）　polymyxin　B　sulfate　6mg，

　　neomycin　sulfate　15　mg，　sodium　sulfite　75　mg，　sodium　ascorbate　300　mg，　distilled

　water　10　ml．　To　30　ml　of　the　solution　a），　1．0　ml　of　the　solution　b）　prepared　freshly

　is　added　just　before　use

2．分離菌株の性状とウェルシュ菌同定の各種基準性状との一致性

　LAS培地を用いて魚貝類から増菌・分離した213菌株は，すべて偏性嫌気性，グラム陽

性の桿菌で，卵円形の胞子を形成し，非運動性であった。　また，亜硫酸塩から硫化水素を

産生したほか，レシチナーゼ反応および同反応のA型抗毒素血清による抑制試験，乳糖分

解試験および硝酸塩の還元試験の各鑑別試験がそれぞれ陽性であった。すなわち，これら

分離株は，α．bifermentansと明確に異なり，ウェルシュ菌かあるいはこの菌のごく近縁

に位置すると考えられる。

　分離菌株のウェルシュ菌同定に際しては，まず，i）わが国の辺野喜5）の基準（BE基

準），ii）アメリカの食品に適用されたStrongら41）の基準（S基準），　iii）Bergey42）の

Clostriainm属内の検索表の基準（セルロ　・一ス発酵および色素産生試験を省略。　B基準），

iv）B基準に更にBergey42）記載の10種類の糖分解，レシチナーゼ反応，硝酸塩の還元お

よびインドール産生の各試験を加えた基準（BB基準）の4同定基準を適用した。

　分離213菌株の性状と各同定基準との一致率をTable　2－2に示した。すなわち，　B　E

基準では93％o，B基準では83％o，　S基準では67％であったが，　BB基準ではわずかに12

％が一致したにすぎなかった。

　一致率がB基準の83％に対しS基準で67％と低いのは，主としてサリシンの分解試験結

果がS基準に一致しないためである。B基準ではサリシンの分解はまれであるとしている
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Table　2－2． Agreement　between　Characters　of　Strains　lsolated　from　LAS－Positive
（Blackening　and　Gas－Producing）　Cultures　and　Criteria　for　ldentification
of　Cl．　perfrin　gens

Tests

Aerobic　culture，no　grOwth

Gram　staining，　positive

Spores　（ovoid，　not　swollen）

Non－motility

Gelatin　liquefaction，　positive

Coagulated　albumin，　no　liquefaction

Iron　milk，　stormy　fermentation

H2S　from　sulfite，　positive

Lecithinase，　positive

Lecithinase－inhibition　test＊2，　positive

Nitrate　reduction，　positive

Indole，　no　production

Beta－hemolysis　（bovine　blood），　positive

Xylose

GlucoSe

Fructose

Galactose

Mannose
Lactose

Sucrose

Maltose

Trehalose

Raffinose

Starch

Glycogen

Inositol

（acid　and　gas）＊1

（acid　and　gas）

（acid　and　gas）＊1

（acid　and　gas）

（acid　and　gas）

（acid　and　gas）

（acid　and　gas）

（acid　and　gas）

（acid　and　gas）＊1

（acid　and　gas）＊1

（acid　and　gas）＊1

（acid　and　gas）＊1

（acid　and　gas）＊1

Inulin

Glycerol

Salicin

（acid　and　gas）＊1

（no　action）

（acid　and　gas）＊1

（no　action）

（acid　and　gas）＊1

（no　action）

Mannitol （no　action）

Numbers　of　identified　strains　．

Percentages　of　identified　strains　per　all　tested　strains

Criteria　for　identification

＊3　B　BB BE s

○
○
○
○

○
○
○
○

○
○

o

○
○

o
○
○
○

○
○
○

○
一
〇
〇

○
一
〇
〇
一
〇

o

○
○
○
一
〇
．
○
○

o

○
○

o

○
○
○
○
○
○
○
○
○
○
○
○
○

o

○
○

o

○
○
」
○

○
○
○
○

○
○
○
○
○
○ o
o o o
177

83

25　198　142

12　93　67

　　Nos．　of　strains

agreed　with　tests

PoSit撃u％es　Negative

213　（100）

213　（100）

213　（100）

213　（100）

（
U
O
O
O

196　（　92）

213　（100）

203　（　95）

213　（100）

213　（100）

213　（100）

213　（100）

213　（100）

210　（　99）

7
0
0
0
0
0
0
0
3

1
⊥
　
　
¶
工

55　（　26）

213　（100）

208　（　98）

213　（100）

213　（100）

213　（100）

205　（　96）

211　（　99）

160　（　75）

148　（　69）

203　（　95）

189　（　89）

180　（　85）

8
0
5
0
0
0
8
2
3
5
0
4
3

F
O
　
　
　
　
　
　
　
　
　
5
ハ
0
1
∴
り
臼
ら
0

1

40　（　19）

173　（　81）

211　（　99）

　2（　1）

51　（　24）

167　（　76） 51

210　（　99） 3

＊1

＊2

＊3

Also　only　acid　production　was　judged　as　positive，　because　various　strengths　of　acid一　and
gas－productions　were　observed　in　different　test　strains

Complete　inhibition　of　lecithinase　action　with　Type　A　serum　（Wellcome　Research　Labo－
ratories）

B…the　key　in　Bergey’s　manua142）　to　the　species　of　genus　Clostridiunz，　but　cellulose
fermentation－and　pigment　production－tests　were　omitted．　BB…the　B　criterion　which　was
supplemented　with　the　carbohydrate　fermentation　tests　and　the　other　tests　listed　in　Bergey’　s
manua142）．　BE…Benoki’s　criterion5）　S…the　criterion　of　Strong　et　al．41）

o…included，　一…excluded
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が，S基準ではこれを陰性と規定してしまっている。それ故，　S基準からサリシンの項を

除外すると，分離菌株の84％がウェルシュ菌に該当することになり，B基準によった場合

の一致率に近似した。

　BB基準では10種の糖類の分解試験が付加されているために，ウェルシュ菌該当率がB

基準の83％からわずか12％に低下した。最も弔致率が低いのはキシロース分解1生の26％で

あり，分離菌株の約3／4がキシロースを分解せずBB基準に一致しながつた。　しかし，

BB基準からキシロース分解試験を除外しても，分離菌株のウェルシュ菌該当率は40％oま

で上昇するにすぎなかった。すなわち，BB基準の糖類分解試験を適用した場合には，た

とえキシロースを基準から除外しても，同定される範囲はTable　2－2の種々の糖類　（フ

ルクトーース，ガラクトース，マンノース，マルトース，トレハロース，ラフィノース，　グ

リコーゲンおよびイノシット）を分解する菌株に限定された。それ故，Hobbsの標準13株

（1～13型）について，キシロース，フルクトースなど前述の9種の糖類分解試験を行な

った結果，とくにキシロース，トレハロースおよびイノシットにおいては，13株中の9，

10および9株がそれぞれ陰性であり，BB基準に一致しなかった。　また，残りの陽性株で

も，その分解は微弱であった。

　ウェルシュ菌の同定にわが国で使用されているBE基準およびアメリカの食品検査に適

用されたS基準では，ウェルシュ菌の同定で重要な馳子の確認が除外されている。　これは

胞子の形成が困難視されていたためであろう。　しかし，本実験では，第3章一第2節の胞

子形成法により，すべての分離菌株について胞子を確認しているので，BEおよびS基準

によったときでも従来よりも信頼性が高い。

　3．加熱と無加熱の体表および消化管検体における：LAS培地のウェルシュ菌選択性の

　　　比較

　LAS培地によるウェルシュ菌の増菌・検出において，　LAS陽性培養（213例）からウェ

ルシェ菌が分離確認された比率を，加熱（80。，20分）と無加熱の体表および消化管の各検

体にわけ，前述の各同定基準ごとに示すとTable　2－3のとおりである。無加熱検体に限

った場合，体表一陽性培養および消化管一陽性培養からウェルシュ菌が分離確認された比率

は，それぞれBE基準によったときに92％，97％；B基準のときtle　84％o，82％；S基準の

ときに74％，75％であった。すなわち，陽性培養からウェルシュ菌の分離確i認率は体表

Table　2－3．　lsolation　Rate　of　Cl．　perfringens　from　LAS－Positive　Cultures

Specimens

Unheated

　Body－surface

　Alimentary　canal

　Average

Heated　（800C，　20　min）

　Body－surface

　Alimentary　canal

　Average　Total

Isolation　rate　of　Cl．　perfringeres

　＊BE　B　’　S’（％）

2
7
‘
Q
J

Q
ゾ
Q
ゾ
Q
ゾ

4
2
4

8
8
8

4
5
バ
宏

7
●
ワ
5
ワ
8

93

100

94

ρ
0
（
U
4

ワ
6
ρ
0
7
8

4
0
9

Q
e
　ウ一

Numbers　of　LAS－
Positive　cultures

　　　　151

　　　　28

Total　179

　　　　29
　　　　　5

Total　34

＊Signs　are　the　same　ones　as　described　in　Table　2－2
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と消化管の間では大差なく,む しろ同定基準による相違が大であった。

一方 ,無 加熱-陽 性培養および加熱-陽性 培養からのウェルシュ菌の分離確認率を比較 し

て見ると,BE基 準によったとき,そ れぞれ平均93%,94%;B基 準のときに84%,74%

;S基 準のときに74%,29%で あった。 すなわち,陽 性培養からウェルシュ菌の分離確認

率はBE基 準によったときには無加熱 ・加熱検体間ではほとんど差がなかった。 しか し,

Sお よびB基 準によったときには,無 加熱と加熱の間に分離確認率の相違が認められ,と

くにS基 準でその差が大であった。 前述 したように,無 加熱の体表 と消化管の間では,こ

のような相違は認められなかった。従って,S基 準によるこの無加熱と加熱の間の相違は,

加熱処理が1つ の選択因子として作用 していることを示すものであろ う。

考 察

LAS培 養では,容 易かつ確実に嫌気培養するために,L-ア スコルビ ン酸ナ トリウムを

添加 した。従って,チ オグライコレー ト添加TSN重 層培養37)と は異な り,チ オグライコ

レー トの分解によ り培地が黒変するようなことはなく,亜 硫酸塩の還元に基づ く培地黒変

の判定が容易,確 実になった。 また,こ の培地では,培 地黒変のほかに,乳 糖からのガス

産生を鑑別要因として加えたために,増 菌と同時にTSN寒 天培地でよりもウェルシュ菌

の鑑別を有効に行な うことができた。

普通の 増菌培養 によったときには 随伴菌 によってウェルシュ菌が 抑制 されることもあ

る43)が,LAS培 地による増菌培養では,こ のようなことはまったく認められなかった。

なお,定 量用TSN寒 天では検体を多量に接種することは困難であるが,増 菌用に作成 し

たLAS培 地では比較的多量の検体の接種も容易であ り,そ のために汚染度の低い日常食

品からのウェルシュ菌検出にも適していると考える。

要 約

ウェルシュ菌の新増菌 ・鑑別培地(LAS培 地)を 作成 した。 これを用いて生鮮魚貝類

193個 体からウェルシュ菌の増菌分離を試み,そ の適用性を検討 した。

1)ウ ェルシュ菌定量用のTSN寒 天培地に対 し次の改変,す なわち乳糖 ・L-ア スコ

ルビン酸ナ トリウムの添加および寒天濃度の減少を行ないウェルシュ菌の 新選択増菌培地

(LAS培 地)を 作成 した。

2)LAS培 地はウェルシュ菌の増菌 と同時に鑑別にも適 し,TSN寒 天培地による鑑別

よりもすぐれていた。

3)増 菌培養によって得た213例 のLAS陽 性(ウ ェルシュ菌鑑別-陽 性)培 養からウェ

ルシュ菌が分離確認 された比率は,辺 野喜,Bergey(検 索表)お よびStrongら の各同定

基準によった場合,そ れぞれ93%,83%,67%の 高率であった。

4)ウ ェルシュ菌に対するLAS培 養の選択性は,辺 野喜の基準によったときには,加

熱検体の場合も無加熱検体の場合とほぼ同様であった。

第3章 ウェルシュ菌の新胞子形成培地

ウェルシュ菌の同定において,胞 子の確認は基本的な検索事項の一つである。 しか し,

ウェルシュ菌は一般に胞子形成が最も困難なものの一つとされている44)。 このため,す べ

ての菌株に適用できる新胞子形成培地の作成を試みた。
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　　第1節・ウェルシュ菌の新胞子形成培地の作成

　ウェルシ＝菌の胞子形成能は，菌株によって相違し，また培地および培養条件によって

著しく変動する。すなわち，この菌の胞子形成培地として広く知られているEllner培地45）

などによっても，すべての菌株に確実に胞子を形成させることは容易ではない46・47♪。　こ

のため，Ellner培地で胞子形成が困難であった’菌株について，胞子形成に対する培地成分

の影響に関し検討を加え，供試全菌株に高率に胞子を形成させることができたので，　これ

らの結果について記述する。

実　験　方　法

　1．供試菌株：Hobbs博士から恵与されたHobbs型標準株（1～13型，13株），東京

都立衛生研究所から分譲を受けた食中毒由来株（W111，　W157（5型）），国立予防衛生研

究所から分譲されたA型株（SW），　B型株（B406），および当研究室保存のA型株（65，

79，830，854，912）の計22菌株を，この試験に用いた。

　2．胞子形成試験：クックドミ・一ト培地で，37。，15時間培養後に，4時間の継代培養を

行なった旺盛に生育している菌液の0．5mlを，各試験培地15m1に接種し，37。，24時間

嫌気培養した後に，胞子の形成状況を観察した。胞子の確認は，Dorner法およびConklin

法による胞子染色と，位相差顕微鏡による形態の観察によった。培養は水素充てん（Deoxo

触媒）嫌気培養法によった。このほかに，培地を100。，15分間加熱壷折冷し，その底部に

接種してから欲せん培養する方法も用いた。

　3．胞子形成培地：胞子形成には，Ellner培地をもとに，実験結果を逐次検：討して，組

成変更を行なったところのTadle　3－1に示した培地を用いた。なお，表以外にも，添加

物質の種類や濃度について試験したが，関連個所において述べる。

Tab　le　3－1．　Media　Tested　for　Sporulation　of　Cl．　perfringens

Components，　％

Polypeptone

Yeast　extract

Ammonium　acetate
Starch

Glycerol

MgSO4．7H20
Na2HPO4．12H20
KH2PO4
Sodium　ascorbate＊＊

pH

E（Ellner） AE
Media
AEA AGA

1．O

O．3

0．3

0．02

6．7

0．15

7．8

1．O

O．3

0．15

0．3

0．02

1．1

0．025

7．8＊

1．O

O．3

0．15

0．3

0．02

1．1

0．025

0．02

7．8＊

1．0

1．O

O．15

1．O

O．02

1．1

0．025

0．02

7．8＊

　All　media　were　sterilized　at　1210C　for　15　min，　except　sodium　ascorbate

＊Adjusted　by　addition　of　2　N－Na2CO3　（1．3　ml／100　ml）

＊＊Sterilized　by　filtration　and　added　the　sterilized　to　test　media　just　before　use

4．保存培養：供試菌は，すべてクックドミート培地に接種し，37。，1日培養後，室温

（20。以上）に放置し，3カ月毎に植え継ぎ保存培養した。
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実　験　結　果

1．酢酸アンモニウムの添加およびリン酸塩濃度の胞子形成に対する影響

　多数のウェルシュ菌について，Ellner培地を用いて胞子形成と生育との関係を調べた結

果，デンプソの発酵力が強くてよく生育する菌株，および逆にデソプソの発酵力が弱く生

育が劣る菌株には，胞子形成が困難なものが多かった。　また発酵力および生育が両者の中

間の菌株は胞子を形成しやすい傾向を示した。　これらの事実から，ウェルシュ菌の胞子形

成は，培養中に蓄積される代謝成分とその濃度によってかなりの影響を受けるものと想像

された。

　Clostviaium　boinlinumは，培養中に蓄積された酢酸を胞子の形成とともに消費し48），

またForesporeの成熟にL一アラニン，　L一プロリン等のスティクランド反応系経由のエネ

ルギー一源を要求する49）といわれる。ClostPtiaium　thermosaccharolyticum　3814において

も，胞子形成の進行とともに，培地中の蓄積酢酸が減少し，これが胞子の脂質中に取り込

まれる50）とされている。またEllner培地によった場合には，変形膨大細胞が現われる傾

向がみられる47）。それ故，Ellner培地への酢酸アンモニウムの添加と同培地中のリソ酸

塩濃度の低下とが，胞子形成におよぼす影響を合せて試験した。

　供試株は，Ellner培地において胞子形成が困難であったW111，　W157，　B　406の3株と

し，培地を100。，15分間加熱・急冷後，その底部に接種し，曝せん培養するEllnerの方

法によって嫌気培養した。試験結果はTable　3　一2のようである。すなわち，　Ellner培

地に酢酸アンモニウムを添加し，　リン酸塩濃度を減少した培地（AE培地）によった場合

に，3株とも胞子形成率がいちじるしく上昇した。また，酢酸アンモニウムの代りに，酢

酸ナトリウムあるいはリン酸アンモニウムを加えると，W157には酢酸塩が，　B406にはア

ンモニウム塩が，それぞれ有効であった。また，W111はAE培地および酢酸アンモニウム

無添加AE培地中にも胞子を形成した。　なお，　AE培地中の栄養細胞および胞子形成細胞

は，ともにEllner培地における場合よりも，一般に小形であった。

Table　3－2．　Effects　of　Phosphate－Concentration　and　of　Ammonium　Acetate－Addition

　　　　　on　Sporulation　of　Cl．　perfringens　（W　111，　W　157　and　B　406）

Test　media

E　（Ellner）

E十〇．15％　ammonium　acetate

AE一一ammonium　acetate

AE

　　　Sporulation　rate＊2

Wlll＊1　W157　B406
Cell

forms

　o
　o
20－30

20－30

〈5
40－60

　5
40一一50

〈1
10　一一　30

〈5
10　一一　50

1arge

large

small

small

　Data　show　the　mean　of　3　experiments

　Incubation：370C，　24　hr

＊1　Wlll　and　W　157　：　distributed　from　Tokyo－to　Laboratories　for　Medical　Science，

　Japan；　B　406　：　from　National　lnstitute　of　Health，　Japan

＊2　Percentage　of　free　spores　and　spore－forming　cells　per　total　cells

2．アスコルビン酸ナトリウム添加の効果

　前述のように，胞子形成に効果が認められたAE培地を用いてHobbs型標準株13株（1

～13型）の胞子形成を試みたが，その結果，2型と3型以外の菌株では胞子形成が認めら
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れなかった。

　嫌気性菌の胞子形成には，酸素分圧が影響する51）ので，胞子形成が認められなかった7

型株を用いて，この点について種々の検討を試みた。その結果，AE培地に，使用直前に

0．02％L一アスコルビン酸ナトリウムを添加（ろ過滅菌）し，沸騰水中に試験管を2分間

浸漬，急冷してから，菌を接種し，水素充てん嫌気ジャー中で培養する方法によって，多

数の胞子を確実に形成させることができた（以下の実験では，嫌気培養は特記しない限り

すべてこの方法で実施）。また，窒素ガス置i換あるいはパラフィン重層法によっても，同様

に胞子形成が認められた。なお，培地のpH調整に当たっては，水酸化ナトリウム溶液に

よるよりも炭酸ナトリウム溶液を用いる方が，胞子形成に良い傾向が認められた。

　上記のL一アろコルビン酸ナトリウム添加AE培地をAEA培地とし，　Hobbs型標準株

（13株）の胞子形成を，Ellner培地と比較試験した（ここでEllner培地の場合にも，100。，

15分間加熱後急冷，接種後の培養は，AEA培地と同様に，嫌気ジャー中で実施した）。

Tbale　3　一3に示したように，　Ellner培地では，13株とも胞子を形成せず，　AEA培地で

は7株に胞子の形成を認め，残りの6株については胞子は認められなかった。胞子形成株

の中には，60～80％の高率の胞子形成を示す菌株も認められた。

Table　33．　Comparison　of　Sporulation　Rates　of　Hobbs’　Standard　Strains　between

　　　　　Ellner’s　Medium　and　AEA　Mediurn

Strains＊

8359

8238

8239

8247

8678

8679

8449

8235

8798

8799

9851

10239

10240

Type　1

　　　2

　　　3

　　　4

　　　5

　　　6

　　　7

　　　8

　　　9

　　10
　　11
　　12
　　13

E
Exp．　1

AEA
　Exp．　2

E　AEA

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

　0
　70

　5
　10

〈5
　10

　60

　20

　80

　0
　0
　0
　0

0
0
0
0
0
．
0
0
0
0
0
0
0
0

0
0
5
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

　
ρ
0
　

1
↓
　

「
占
7
・
－
↓
8

　Data　show　percentage　of　free　spores　and　spore－forming　cells　per　total　cells　after

24　hr　incubation　at　370C

＊Distributed　from　Dr．　Betty　C．　Hobbs；　Central　Public　Health　Laboratory，　London

3．グリセリンおよび酵母エキス添加の胞子形成に対する効果

　グルコースのように易発酵性物質が存在すると，一般に細菌の胞子形成が困難になる45・

52）。デンプソの発酵は菌株によって強弱が認められ，前述のようにEllner培地で胞子形

成が困難であった菌株は，デンプン発酵力が強いかあるいは弱いかのいずれかであるよう

な傾向が認められた。また，Ellner培地からデンプンを除去すると，胞子形成率がいちじ

るしく低下した。従がって，ウェルシェ菌のすべての菌株に共通して胞子形成に有効に作
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用するような炭素・エネルギー源として，デソプン以外の適切な発酵性物質の存在が必要

と考えられる。　Ellner45）はマンニット，ラフィノースがデンプンに代りうるとしている

が，　この菌の胞子形成にデソプンよりも有効に作用する発酵性物質についての報告は見あ

たらない。

　著者は，別に分離したウェルシュ菌約200株の性状検査において，大部分の菌株が微弱で

はあるがグリセリンを発酵することを認めた。また，発酵力が比較的強い菌株でも，グル

コ・・一一・スやデソプンのような旺盛な発酵をしなかった。従って，グリセリンはウェルシュ菌

の生育には必ずしも適当ではないけれども，栄養細胞を胞子形成に誘導しやすいのではな

いかと考えたので，’その胞子形成に対する効果を試験した。　この際グリセリンをデソプン

に代えて用いると，一般にこれら細菌の生育がかなり劣るので，　これを補う意味で，酵母

エキスの添加量の影響も合わせて試験した。

　供試株には前記AEA培地で胞子形成を認め得なかったHobbs型標準株中の5型と11

型の2菌株を，また，基礎培地にはデソプンおよび酵母エキス無添加AEA培地を用い，

胞子形成に対するグリセリンおよび酵母エキス添加濃度の影響を同時に試験した。37。，24

時間培養の結果をTable　3－4に示した。すなわち，5型と11型株では，それぞれグリセ

リンの添加量が0．3％，0．5％以上の場合に胞子形成率がいちじるしく増加し，また酵母エ

キスも高濃度（1．O％）の添加において胞子形成が良好であった。グリセリン1．O％と酵母

エキス1．O％の添加は有効に作用して，両菌株はともに80％以上の胞子形成率を示した。

Table　3－4．　Effect　of　Glycerol　and　Yeast　Extract　on　Sporulation　of　Hobbst　Standard

　　　　　Strains　（8678　and　9851）

Strains
Yeast　extract，　％

Glycerol，　％　O

　　　　　　　O．3

　　　　　　　0．5

　　　　　　　1．0

　8678　（Type　5）

O．3　O．5　1．0

　0
　35

　80

＞80

　0
　50

　80

＞80

　0
　75

　80

＞80

　　9851　（Type　ll）

O．3　O．5　1．0

0
0
［
D
5

　
　
ρ
0
ρ
0

　o
〈5
　65

　80

　o
　o
　65

＞80

　Basal　medium：　AEA　medium　without　starch　and　yeast　extract

　Data　show　percentage　of　free　spores　and　spore－forming　cells　per　total　cells　after

24　ht　culture　at　370C

　上述のグリセリン1．0％，酵母エキス1．0％添加培地をAGA培地とし，この培地による

胞子形成を5型と11型以外の供試Hobbs型標準株（11株）について試験した結果，いず

れの菌株においても80％以上の多数の胞子形成を確認した。また他の供試株W111，　W157

およびB406においても，それぞれ50％，80％o，80％以上の胞子形成を示した。

　なお，A20tobaoter属のある種においては，エタノールやブタノールのように簡単な有機

化合物が炭素源として使用されるときにCystを形成し，グルコ・一スやショ糖では生育の

みを促進しその形成が抑制される53）。この事実は供試ウェルシュ菌の胞子形成に対するグ

ルコースとグリセリンの作用の相違に類似する。　また，そのCystはBacillaceae科の胞

子に類似する54・55）ともいわれる。それ故，Hobbs標準5型株を用いて，ブタノール，プ

ロパノール，エタノールの胞子形成に対する効果を試験したが，いずれもわずかにその効

果が認められる程度にすぎなかった。
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4．AGA培地に対するコバルトイオン添加の補足効果

　胞子の形成は，栄養型の増殖とは別の新しい生合成であり，それにあずかる諸酵素が強

力に作用するためには，胞子形成時の金属イオンの影響も問題になるCl．　botulinumの場

合には，Ca2＋がN且4＋とPO43一の存在下で胞子の形成を促進し51），またウェルシュ菌

の胞子形成に．Mg　2＋が有効である45）といわれる。

　AGA培地，37。，24時間培養で胞子形成が不良（10％以下）であった菌株（6株）を対

象に，Mg2＋，Ca2＋およびCo2・の2価金属イオンのAGA培地に対する添加の影響を試

験した結果，Mg2＋の除去はかえって胞子形成に対し抑制的であり，Ca2＋（CaC1210mg／し

の添加効果は僅少であったが，Co2＋の添加はかなり促進的に作用した。　AGA培地に，

CdC12・6H20を用いて，　Co2・として4rng／Lを加えた場合の効果をTable　3－5に示し

た。すなわち，供試菌はAGA培地において45～80％の胞子形成を示すには3日間の培

養を必要としたが，Co2＋添加AGA培地（AGACo培地）では胞子形成がいちじるしく

促進され，24時間培養において30～90％oの多数の胞子形成が認められた。

Table　3－5．　Effect　of　Cobalt　lon　on　Sporulation　of　Cl．　perfringens　in　AGA　Medium

Media
Incubation　days

Strains＊， sw
65

79

830

854

912

1
AGA

3

　o
〈5
〈5
　0
　0
〈10

0
0
0
戻
」
0
0

5
8
8
4
8
8

AGA　plus　Co2’
　1　　　　　3

0
0
0
0
0
0

4
7
・
9
7
・
8
3

0
0
8
8

80

Data　show　percentage　of　free　spores　and　spore－forming　cells　per　total　cells

Co2’　（4　mg／L）　was　added　as　CoC12’6H20

＊SW　：　distributed　from　National　lnstitute　of　Health，　Japan

The　other　strains：isolated　from　fishes　in　the　authors　t　laboratory

第2節　新培地によるウェルシュ菌の胞子形成法および形成胞子の性状

　前節において，ウェルシ＝菌に対する新胞子形成培地（AGACo培地）を作成した。し

かし対象とした供試菌株が22株の少数にすぎなかった。また，ウェルシュ菌の胞子形成の

確認には一・般に数種の培地による試験が必要とされている44・47）。著者も別に，Ellner培

地45），Angelottiらの培地（SEC培地）36），ハートインフ＝一ジョンプロスおよびクッ

クドミート培地などについて試験したが，有効培地が菌株によって相違する場合をしばし

ば認めた。これらのことから，更に多数の一般のウェルシュ菌に対するAGACo培地の適

用性について検討した。すなわち，Hobbs型標準13株と，他の4研究機関から分与を受け

たA型7株，B～F型12株，および著者らが生鮮魚貝類から分離したウェルシュ菌（A型）

198株とに対しAGACo培地の適用を試み，好結果を得た。またAGACo培地で形成した

胞子の性状についても若干の検討を行なった。

実　験　方　法

1．供試菌株：Hobbs博士から分与されたHobbs型標準13株，長崎大学熱帯医学研究
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所，国立予防衛生研究所，東京都立衛生研究所および長崎県衛生研究所から分与された：A・

型7株，B～F型12株，その他に著者らが生鮮魚貝類から分離したウェルシュ菌（A型）

198株を供試した（Table　3－6）。　なお魚貝類からの分離株は辺野喜の同定基準5）によっ

て同定し，分離株の毒素産生型は抗毒素血清（Wellcom　Research　Laboratories社製）

によるマウスに対する毒性中和試験56・57）によって決定（第5章一第1節に詳述）した。

　2．供試培地および培養法：AGACo培地組成および培養法をFig．3－1に示した。な

お前培養の検討にあたっては，前節の前培養条件を基準として比較した。

　3．胞子の確認：胞子は，培養壁体を滅菌生理食塩水で1～2回洗浄後，胞子染色によ

って確認した。胞子染色はBartholomew　and　Mettwerの方法58＞にしたがって標本を火

炎固定後，Conklinの方法58）によってマラカイトグリーソで染色し，サフラニンで対比染

色する方法によった。　なお一部については，位相差顕微鏡による検鏡および石炭酸フクシ

ンによる染色性の観察も併用した。

　4．形成胞子の対熱性試験：ハートインフユージョソブPス（Difco社製）37。，15時

間培養の0．3m1を，　AGACo培地10mlに接種し，37。で48時間培養する。　この培養液

0．5m1をハートインフユ　一一一ジョンプロス（pH　7．0に調整）5．Omlに添加・接種し，ただ

ちに100。，15分間加熱し，急冷後にグルコースを1．O％に添加してから370で48時間嫌気培

養（水素ガス充てん，Deoxo使用）し，生育の有無によって耐熱性を判定した。

　なお，比較のために，クックドミー・ト培地培養菌液の耐熱性も同様の方法で試験した。

クックドミート培地の調製はManual　of　Microbiological　Methods59）にしたがった。

実　験　結　果

1．新培地（AGACo培地）を使用したウェルシュ菌の胞子形成方式の適用性について

　a．胞子形成試験法：前節では主として，AGACo培地の作成経過について述べたが，

本項では多数の菌株の処理を容易にし，　また胞子形成を確実にする目的から，前培養，接

種，胞子形成培養について，再度の検討を行なった。

　i．前培養：前節においては接種用前培養はクックドミート培地，37。，4時間培養を使

用した。　しかし，多数の菌株を処理するに当たっては，かなり負担となるので，24時間培

養からの接種について試験した。その結果，ハートインフユージヨンプロスあるいはクッ

クドミート培地，24時間培養液を接種した場合でも，　クックドミート培地，4時間培養の

培養液を接種した場合と同様の胞子形成が認められた。なお，25。，3か月間保存のクック

ドミート培養の底部肉カスの少量を直接AGACo培地に接種した場合でも，生育が見られ

る限り，胞子形成にはほとんど悪影響を認めなかった。

　ii．接種：試験管に10mlずつ分注したAGACo培地　（使用直前にL一アスコルビン酸

ナトリウム0．02％oをろ過滅菌して添加）を沸騰水中で2分間加熱し，急冷後，これに前培

養を接種する。前培養がハートィンフ＝一ジョンプロス，37。，24時間培養の場合にはそれ

の0．3～0．5mlを，クックドミート培地24時間培養の場合には底部肉カスの少量あるいは

培養液0．3～0．5m1を接種する。クックドミート培地，2日間以上の培養を接種するとき

は，液部接種よりも底部肉カス接種の方がとくに確実であった。

　iii．胞子形成培養：接種後，ただちに37。で1～3日間嫌気培養する。嫌気培養法の相
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運に‡．る碓子形成率の変動は・水素ガス充てん（DeGxo使用）・窒素ガス置換およびパラフ

ィン重層法においては，認められなかった。

　以一E，の結果から，Fig・3－1に示した胞子形成試験法を設定した。なお，　AGACo培地

中へ添加したCo2．＋は，前節で述べたように胞子形成に必要な培養時間の短縮に有効であ

るが，、必ずしもその添加は必要でない。

Inocula：
Cooked　meat　medium，

370C，one　day　or　more

incubation

or

Heart　infusion　broth，

370C，one　day　incuba－

tlon

Sporulation

medium：

　Small　amount　of　，bottom（　meat　grounds
（O．　3一一　O．　5ml）

AGACo　medium　10ml
（with　sodium　ascorbate＊）

一（畑翻留in＞一一（伽1拍・）

Culture’：

Anaerobic　jar　or　paraffin　cover，

370C，1　一一一　3　days　incubation

Composition　of　AGACo　medium　（％）

　　　Polypeptone　・・・・・・・・・・・・…　1．O

　　　Yeast　extract　・・・・・・・・・…　1．O

　　　GIycerol・・・・・・・・・・・・・・・・・・…　1．0．

　　　Ammonium　acetate　…　O．15

　　　Mgso4　．　7H20・・・・・・・・・…　o．02

Na2HPO4．　．　12H20・・・・・・・・・・・・…　1．1

KH2PO4・・・・・・・・・・・・・・・・・…

CoC12．6H20＊＊　・・・・・…

・2N　一　Na2CO3　・・・・・・・・・・…

Sodium　ascorbate＊　・…

・・・・・・・… @　O．025

・・・・・・・… @16mg／L
・・・・・・…‘・　13　ml／L

・・・・・・・・…　O．02

　pH　7．8，　sterilized　at　1210C　for　15　min

＊　Sodium　ascorbate　solution　（sterilized　by　filtration）　should　be　added　just

　before　use

＊＊Addition　fo　cobalt　ion　is　opt三〇nal

　　　　Fig．　3－1．　A　Scheme　for　Sporulation　Test　of　Cl．　perfringens　by

　　　　　　　　　Using　AGACo　Medium

　b．適用性：Hobbs型標準株13株（1～13型），　A型205株，　B～F型12株，計230株の

ウェルシュ菌に対し，AGACo培地による胞子形成試験法を適用した結果をTable　3－6

に示した。すなわち，AGACo培地によった場合には，毒素産生型および菌株による胞子

形成の相違はほとんどなく，すべての供試株が40～80％以上の多数の胞子を形成した。
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Table　3－6． Application　of　New　Sporulation　Medium　（AGACo　medium）　against

230　Strains　of　Ce．　perfringens

Strains＊

Type　A

Type　B

Type　C

Type　D

Type．E

Type　F

Hobbst　standard　strainsa）
Type　1一一一13

W　157d），　W　63sd），　CW　2C）

w　ind），pB6Kb），　Ab），swc）

Strainsf）　isolated　from

fishes，　shellfishes　and

shrimps

B406c），　Bb），　Bw　6e）

c406c），　cb），　cw　se）

D406C），　Db），　DW　12e）

E406C），　Eb）

F　b）

Nos．　of　test　strins

13

り
0
」
4

1
7
‘
0

8
6
53
3
3
2
1

Sporulation　rate＊＊

80　〈

80　〈

50　〈

80　〈

50　〈

40　〈

60一一80

40t－60

　　80

70一一80

　　80

＜
＜
＜
＜
＜

＊　Distributed　from　a）　Dr．　Betty　C．　Hobbs　（strains　are　the　same　as　the　ones　in　Table

　2）；　b）　lnstitute　for　Tropical　Medicine，　Nagasaki　University，　Japan；　c）　National

　Institute　of　Health，　Japan；　d）　Tokyo－to　Laboratories　for　Medical　Sciences，　Japan；

　e）　Nagasaki　Prefectural　lnstitute　of　Public　Health，　Japan；　f）　lsolated　in　the　author’s

　laboratory
＊＊Percentage　of　free　spores　and　spore－forming　cells　per　total　cells

　2・新培地（AGACo培地）中に形成した胞子の性状について

　ウェ・レシュ菌の胞子は，形成培地によってその性状に相違が見られる。Hallら47）は，

SEC培地の場合にくらべて，　Ellner培地では耐熱性が低く，　また大型の変形膨大胞子が

多く見られる傾向にあるとしている。　このために，AGACo培地中に形成した供試菌の胞

子について，形態，染色性，および耐熱性などの性状を観察した。その結果を記述する。

　a・形成胞子の形態，とくに染色性：AGACo培地中に形成した胞子の1例をFig．3－

2に示した。すなわち，形成した胞子は卵円形の正常胞子であって，胞子嚢中に1あるい

　　　　Fig．3・2．　Endospores　ofα．　perfringens（Hobbs／Standard　Strain　8679）

　　　　　　　　　　Produced　in　AGACo　Medium

Incubated　at　370C　for　24　hr．　Phase　contrast　microscopy．　A　measure　with　1pt　scales
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は2個を含み，なかには長細胞中に数個の胞子を蔵するものも見られる。いずれの供試株

でも，胞子形成の初期においては，胞子嚢中の胞子は比較的小型であるが，さらに1～2

日以上培養した場合には種々の大きさの胞子が見られる。　これを位相差顕微鏡で検鏡した

ときには，胞子嚢中の屈折率が大きい成熟した大型胞子に見えるが，石炭酸フクシンで染

色すると，濃染される胞子様細胞の存在比率が培養とともに増大する傾向が認められた。

これらの観察から，形成した胞子は，成熟後に休眠するのではなく，培養期間中に次第に

発芽段階へ進行するものと想像される（次章で詳述する）。

　b．形成胞子の対熱性：ウェルシュ菌の胞子は耐熱性が普通低く7・60），　また耐熱株で

さえも人為培養で形成した胞子は，必ずしも耐熱性を示さない4・7・32）ことが一一般に知られ

ている。また，赤真ら61）はウェルシュ菌培養菌液の耐熱性試験において，Angelottiらの

SEC培地36）よりもクックドミー一一・一ト培地で形成した胞子が耐熱性にすぐれることを報告し

ている。この点に関連して，AGA培地で形成したHobbs型標準株13株の胞子の耐熱性

と，これら菌株のクックドミート培地で形成した胞子の耐熱性とを比較検討した。

　AGA培地（Co2＋無添加）およびクックドミート培地，37。，2日間培養液（加熱試料

として0．5mlを採取）の1000，ユ5分問加熱に対する耐熱性をTable　3　一7に示した。す

なわち，AGA培地に形成した胞子の耐熱性は弱く不安定であって，耐熱性胞子の形成培

地としては明らかにクックドミート培地に劣るようである。

Table　3－7．　Comparison　of　Heat　Resistances　between　Spores　Produced　in　AGA

　　　　　Medium　and　Those　in　Cooked　Meat　Medium

Hobbs／standard　strains＊

8359　（Type　1）

8238　（Type　2）

8239　（Type　3）

8247　（Type　4）

8678　（Type　5）

8679　（Type　6）

8449　（Type　7）

8235　（Type　8）

8798　（Type　9）

8799　（Type　10）

9851　（Type　11）

10239　（Type　12）

10240　（Type　13）

　　　　Heat　resistance　（100eC，　15min）

Cooked　meat　medium　AGA　medium

N

十
十
十

十
　
十
十
十
十
十

十
＋

十
十
十
十
十
十

十
十
十
十
　

十
十
十
十
十
十
十

十

十
十

十
十

十

十
十

十
十

十
十
十

　十　heat－resistant；　一　heat－sensititve

　Sporulation　cultures：　incubated　at　37“C　for　2　days

　Spore　suspension：　O．5　ml　of　the　each　sporulation　culture　was　added　into　5．0　ml

of　heart　infusion　broth　（pH　7．0）

　Heating：　the　spore　suspension　was　heated　in　boiling　water

　Culture　of　heated　suspension：　1％　glucose　was　added　into　the　spore　suspension，

and　the　suspension　was　incubated　at　37℃　in　an　anaerobic　jar　for　2　days

＊Distributed　from　Dr．　Betty　C．　Hobbs：　Central　Public　Health　Laboratory，　London
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考 察

胞子形成用培地の作成を試みるまえに,供 試株の一部について,Ellner培 地,SEC培

地,ハ ー トインフユージョンプロスあるいはクック ドミー ト培地などによる胞子形成を試

験 した。その結果,Hobbs型 標準株5,7お よび8型 株はクック ドミー ト培地で多数の胞

子を形成するがEllner培 地では胞子形成が認められず,逆 にA,W635はEllner培 地で

多数の胞子形成が認められ ハー トイソフユージョンプロスあるいは クック ドミー ト培地で

は胞子形成が認められなかった。またB406,PB6KはEllner培 地,SEC培 地,ハ ー

トイソフユージョンプロスあるいはクック ドミ・一ト培地 によっても胞子形成が認められな

かった。このように胞子形成に対す る培地の有効性が菌株によって相違した。AGACo培

地に よった場合には,こ れ らの供試株を含めたすべての供試菌230株 に対し,共 通に多数の

胞子を形成させることができた。 従って,AGACo培 地はウェルシュ菌の同定に必要な胞

子形成試験培地 として十分に応用性がある。

Hallら47)は,ウ ェルシュ菌がEllner培 地ではSEC培 地 よりも大型の胞子を形成す

る傾向にあることを報告し,ま たSchneiderら62)は α.わo!%伽 襯 を培地中に浸濫した

透析袋中で培養すると,通 常培養では認められない大型胞子の形成を,と くに長時間培養

後に認めている。AGACo培 地においては,菌 株にほとんど関係なく,小 型から大型まで

の種々の大きさの胞子が観察されたが,正 常型胞子は培養時問の経過とともに減少し,同

時に染色性の胞子様細胞の増加が見られた。この現象は菌株に関係なく,Hobbs型 標準株

を含めた供試菌一般について認められた。一方,次 章で述べるように,LGA培 地を用いて

Hobbs型 標準株8238に ついて胞子を同調的に形成させた場合,胞 子は休眠せずに形成段

階から発芽段階へ速やかに移行した。 また同標準株は耐熱性株であるにもかかわ らず形成

胞子のごく一部が耐熱性を示すにすぎなかった。 これらのことから,お そらくウェルシュ

菌の胞子は比較的活性化された状態に留まり,耐 久型 としての性質は一般的にかな り低い

のではないか と想像 される。

要 約

ウェルシ=菌 の新胞子形成培地(AGACo培 地)を 作成し,ウ ェルシュ菌230株 につい

て新培地の適用性を確かめた。同時に形成胞子の性状について若干の検討を行なった。

1)Ellner培 地に対し次の改変,す なわち,酢 酸アンモニウムとL-ア スコルビン酸ナ

トリウムの添加,デ ンプンの代わ りに1%グ リセ リンの添加,燐 酸塩濃度の減少およびコ

バル トイオンの添加を行ない新胞子形成培地(AGACo培 地)を 作成した。

2)AGACo培 地の使用によって,Hobbs型 標準株および毒素産生型に関係なく,す べ

ての供試菌230株 に対し40～80%以 上の多数の胞子を形成 させ ることができた。

3)し かし,AGACo培 地中に形成された胞子は,休 眠状態を持続せず,そ の染色性の

変化から,培 養期間中に徐々に発芽段階へ進行すると想像された。 また,AGA培 地によ

るHobbs型 標準株(13株)胞 子の耐熱性は弱く不安定であ り,耐 熱性胞子形成培地として

は,ク ック ドミー ト培地に劣るようであった。

第4章Hobbs型 ウェルシュ菌の耐熱性

ウェルシュ菌は一般に胞子を形成 しにくく44),ま た胞子の 耐熱性はA型 の耐熱性株

(Hobbs型 株)お よびF型 株を除けばきわめて弱い7)。
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　前章では，新胞子形成培地（AGACo培地）を作成し，非耐熱性株はもちろん耐熱性株

でも，同培地中に形成された胞子は培養期間中に次第に発芽段階へ進むと想像した。

　本章では，Hobbs型株について耐熱性および非耐熱性胞子の形成状態を観察し，耐熱性

株であるにもかかわらず胞子の大多数が非耐熱性であり，　ごく少数が耐熱性であるにすぎ

ないことを知った。更に，その理由を解明するために胞子の休眠状態を形態学的に観察し，

若干の知見を得た。　また低温度培養，好気的条件および塩濃度が，胞子の形成段階から発

芽段階への移行におよぼす影響も試験したので，これらも合わせて記述する。

第1節標準Hobbs型ウェルシュ菌の胞子形成培養における耐熱性および非耐熱

　　　　性胞子の形成

　Hobbs型標準株は耐熱性株であるけれども，耐熱性を示した培養液中の胞子の大部分が

耐熱性を有するかどうかは疑問である。この点を明らかにするために，同標準株の胞子形

成培養について，形態学的に胞子と認められるものの全数と耐熱性胞子数とを測定比較し

た。

実　験　方　法

1．供試菌株

　Hobbs博士から分与されたHobbs型標準13菌株の中で耐熱性が最も強い菌株8238（2

型）を供試した。

　なお，一部の実験では，長崎大学熱帯医学研究所から分与された非Hobbs型株すなわち

A型2株（PB6K．　A），　B型1株（B），　C型1株（C）およびD型1株（D）の各ウェル

シュ菌も比較のために供試した。

　2．胞子形成培地

　AGA培地，クックドミート培地59）およびLGA培地を胞子形成培地として使用した。

LGA培地については次節に詳述する。

　3．胞子形成培養法

　a・前培養：クックドミート培地37。，18～24時間培養の底部肉カスの少量を，再び同坐－

地に接種し，37。で10時間前培養した。

　b．胞子形成培養：胞子形成培地30m1に上記前培養の底部肉カスの少量を接種し，37。

で所定時間培養する。培養は特記しない限り，すべて嫌気ジャー（水素ガス充てん，Deoxo

使用）中で行なった。なお，クックドミート培地は接種直前に沸騰水中に15分間浸漬後急

冷したものを，またAGAおよびLGA培地は同様に沸騰水中に2分間浸漬後急冷したも

のを使用した。

　4．胞子の耐熱性試験

　AGA培地22時間の培養液1．Orn1をハートイソフユージョンプロス（pH　7．0，　Difco社

製）9・Omlに接種し，ただちに800，20分；90。，10分および100。，10分間加熱後急冷する。

これにろ過滅菌した乳糖およびL一アスコルビン酸ナトリウム溶液を，最終濃度がそれぞ

れ0・2％および0・02％になるように添加する。37。で48時間嫌気培養後，細菌の生育が

認められたものを耐熱性が陽性とした。
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5．全胞子数および生菌数の測定

　全胞子数：生菌数に胞子形成率を乗じた値を全胞子数とした。胞子を位相差顕二二によ

り形態学的に確認し，視野の全細胞に胞子が認められる場合を胞子形成率100％とした。

　生菌数：培養液1．Om1を1．O％oポリペプトン水（pH　7．0）9．Oml入り試験管に加え，

これに水素ガス1．2Lを通気一置換した後密閉し，40回強く振とうする。これを原液とし，

パラフィン重層希釈水で1頂次10倍に希釈混和（ゴム帽つきピペットで静かに混和）し，混

和法によって菌数測定平板を作った。370，48時間嫌気培養後，集落を計数し生菌数を算出

する。希釈水および整数測定培地の組成をつぎに示す。

　希釈水：1．O％ポリペプトン水（pH　7．0）を8．9mlずつ分注し，流動パラフィンを約5

mmの厚さに重層後，1210，15分間加圧滅菌する。使用直前に，ろ過滅菌した10％o　L一ア

スコルビン酸ナトリウム溶液の0．1mlを添加した。

　菌数測定培地：0．2％乳糖加ハートインフユージ・ン寒天培地（Difco社製）。使用直前

に，最終濃度が0．1％になるように，　：レアスコルビン酸ナトリウム溶液をろ過滅菌して

添加した。

6．耐熱性胞子数の測定

　胞子形成培養液1．Omlを1．0％ポリペプトン水（pH　7．0）9．Om1入り試験管に加え，

80。，900あるいは1000で所定時間加熱後，45Q～40。まで急冷する。これに水素ガス1．2L

を通気一置換した後密閉し，40回強く振とうした。これを原液とし，生菌数と同じ方法で生

残胞子数を測定した。

実　験　結　果

1．Hobbs型標準株（8238）と非Hobbs型株との耐熱性の比較

　ウェルシュ菌の胞子は耐熱1生変異株を除けば一一般に弱く，90。，30分に耐えない7）といわ

れる。耐熱性は菌株によって相違するが，胞子形成培地47・61）や懸濁培地63・64）などによ

っても相違するので，AGA培地37。，22時間培養について，標準株（8238）と非Hobbs

型株との耐熱性を同時に測定比較した。

　供試6菌株（8238，A，　PB6K，　B，　CおよびD）は，すべて胞子形成率50％以上であ

ったにもかかわらず，100。，10分間の加熱に耐えたものは標準株（8238）　のみであった．

A，BおよびCの各菌株は90。，10分に，一またD株は80。，20分にしか耐えなかった。レシ

チナーービ作用が特に強いPB6Kは80。，20分にも耐えなかった。　Weissら65）あるいは

Yamagishiら66）はレシチナー・ゼ作用が強いほど耐熱性が弱いと報じている。

　2．Hobbs型標準株（8238）における耐熱性胞子と非耐熱性胞子の形成

　標準株（8238）がAGA培地で形成した胞子は100。，10分の加熱に耐えたが，全胞子中

にしめる耐熱性胞子の比率は明らかでない。

　AGA，　LGAおよびクックドミート培地22時間培養について，全胞子数と80。，20分；

90。，10分および100。，10分間加熱後の生残胞子数とを測定比較した（Table　4－1）。すな

わち3培地とも，胞子のごく一部が耐熱性を示すにすぎず，その大部分が非耐熱性であっ

た。これは，ウェルシュ菌の場合80。，10分および700，10分聞の加熱に耐える細胞数は形

態学的に測定した胞子よりも少ないというNishidaら67）の報告や，同菌のEllner培地
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Table　4－1．　Formation　of　the　Heat－Resistant　and　Heat－Sensitive　Spores　of

　　　　　Ct．　perfrin．p’eras，　Hobbs’　Standard　Strain　8238　（Type　2）

Media　for
sporulation

AGA

LGA

Cooked　meat

Log　of　numbers　of　surviving　spores／ml

　　so　ec　go　ec　l　oo　ec
　20　min　10　min　10　min

2．8

2．8

4．2

1．6

3．2

1．3

2．9

Total　spores
（Before　heating）

7．6

7．4

7．6

Data　show　mean　of　three　estimations．　Sporulation　cultures　：　incubated　at　37　eC　for　22　hours

形成胞子はごく一一部しか800，10分に耐えないというCanadaら68）の結果と同様である。

　各加熱温度の場合とも，加熱後の生残胞子数は，クックドミートの方がAGAよりも多

かった。このことは，AGA培地が耐熱性胞子の形成培地としてはクックドミート培地に

劣るという前章の結果を裏付けるものである。

　　第2節標準Hobbs型ウェルシュ菌胞子の休眠

標準株8238は耐熱性株であるにもかかわらず胞子の大多数が非耐熱性（800，20分）であ

ったので，その理由を解明するために非耐熱性胞子の休眠状態を形態学的に観察した。

　　実　験　方　法

　1．供　試　菌　株

　Hobbs型標準株8238（2型）を供試した。

　2．胞子形成培地および培養法

　胞子を同調的に形成させるためにAGACo培地に若干の改変を加えたLGA培地を胞子

形成培地として使用した。LGA培地はつぎのa，　b液を混合して調製する。

　LGA培地の調製

　a液：ポリペプトン109，酵母エキス109，グリセリン59，グルタミン酸0．749，オ

キシプロリン0．669，リン酸水素ニナトリウム（Na2　H：PO4・12且20）9。49，　リン酸二水

素カリウム0．879，硫酸マグネシウム（MgSO4・7H20）0．209，塩化コバルト（CoC12・

6H：20）16mg，塩化カルシウム10mg，ラウリル硫酸ナトリウム（和光製品）0・209，精製

水1000ml，　pH　7．5に調整後30mlずつを試験管（2．3×⊥5cm）に分注し，それぞれに肉

ヵス0．29ずつを添加後，121。，15分間加圧滅菌する。

　b液：L一アスコルビン酸ナトリウム0．209，チアミン塩酸塩10mg，精製水10m1。

　使用直前にa液30mlに対しb液0．3mlをろ過滅菌して添加する。

　なお，胞子形成培養法は前節に記述した。

　3．胞子の休眠状態の観察

　LGA一胞子形成培養について，所定時間毎に染色標本を作り，・胞子の非染色性の持続を

休眠の指標として観察する。染色標本の作製法をつぎに示す。

　染色標本の作製：胞子形成培養液から遠心分離（3，000RPM，5分間）した菌体を滅菌
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生理食塩水で1回遠心洗浄後，常法にしたがって塗まつ標本を作り，

炭酸フクシン液で15秒間染色後，水洗一乾燥する。

5倍希釈Ziehlの石

実　験　結　果

1．非耐熱性胞子の形成から発芽への過程

　a．同調的胞子形成培養法の検討：AGACoおよびクックドミート培地による胞子形成

培養では，胞子形成あるいは発芽段階の細胞が混在し，休眠期間の測定が困難であったの

で，AGACo培地を基にし，ラウリル硫酸ナトリウムの添加による同調的胞子形成培養法

について検討した。

　AGACo培養では細胞がやや大形であったので，この傾向を除くために，グリセリン濃

度の減少，酢酸アンモニウムに代わるグルタミン酸とオキシプPリンの添加，塩化カルシ

ウムおよびチアミン塩酸塩の添加など培地組成を変更した。一方で著者は，卵黄加CW寒

天平板培養において，レシチナーゼ抑制試験に使用するα抗毒素血清（Wellcome　Research

Laboratories社製）の塗布がウェルシュ菌の胞子形成を促進することを認め，またレシチ

ナーゼ抑制作用を有するラウリル硫酸ナトリウム69）の添加が前者と同様に胞子形成に有効

に作用することを見いだした。よって，前記の組成変更AGACoを基本培地とし1ラウリ

ル硫酸ナトリウムの添加量と胞子の同調的形成との関係を検討した結果，　ラウリル硫酸ナ

トリウム200ppmで標準株（8238）の胞子を同調的に形成させることに成功した。また肉

カスは接種菌の生育と胞子形成を不変にするために必要であった。著者はこのような検討

の結果，同調的胞子形成培地として実験方法2に示したLGA培地を作成した。

　b．LGA培養における胞子の形成から発芽への過程とその進行速度：LGA培養におけ

る標準株（8238）の胞子形成と発芽の過程を要約するとFig．4－1のようである。すなわ

ち，A段階ではForesporeの形成を認めない好塩基性の栄養細胞であるが，　B　1，　B　2段

　　　A　　　　　　　Bコ　　　B2　　　　　　Cコ　　C2　　　　　　　　DI　　D2

エノー22－2P－MP－P
∬ダー虜β一曲歯軸縛ダーダ
Fig．　4－1．　Stages　of　the　Formation－Process　and　Germination－Process　of　Heat－Sensitive

　　　　Spores　of　Cl．　perfringens　Hobbs’　Standard　Strain　8238　（Type　2）

　　　1：cells　observed　through　phase－contrast　optics．　II：stained　cells

　　　A：vegetative　cell，　basophilic；　forespore　not　obvious．　Bi，　B2，：small　forespore

　eccentrically　located，　basophilic，　encystment　of　forespore．　Cl，　C2：　refractile

　spores　which　resist　staining　with　carbol－fuchsin；　enlargement　of　spore．　Dl，　D2　：

　spore－like　refractile　cell　within　a　mother　cell　；　the　spore－like　cells　（germinating

　cells）　are　becoming　as　basophilic　as　the　mother　cells．　E　：　basophilic　germinated

　cell　（reduced　refractivity）　within　a　faintly－stained　mother　cell．　Sporulation　culture

　　：　LGA　medium，　at　370C．　Staining　technique　：　Ziehl　ts　carbol－fuchsin　diluted　fivefold，

　15　sec



24 長崎大学水産学部研究報告　第31号（1971）

階になって偏心的位置に小さいForesporeの形成が見られる。これらForesporeは，　B　1

段階からB2段階にかけて包被を形成するが，まだ易染色性である。つぎに，　C1，　C2段

階に進み，胞子は屈折率が増大し，5倍希釈Ziehlの石炭酸フクシンによって染色されな

いようになる。しかし，胞子は大きくなり続ける。D1，　D2段階では，屈折率は大きく，

位相差顕微鏡で観察するときは正常胞子と全く変らないが，すでに易染色性にかたむき，

母細胞と同様に染色されるところの形態が胞子に似た発芽細胞となりつつある。その後，

母細胞の染色性は低下し，　うすく染色された母細胞中に濃染された発芽細胞が認められる

ようになる（E段階）。なお，Ellner培地によるウェルシュ菌の胞子形成過程に関する細

胞学的観察はSmithら70）および且oenigerら71）によって詳細になされている。

　：LGA培養における，標準株（8238）の胞子形成および発芽段階と培養時間との関係を

Table　4－2に示した。　14時間培養までは嫌気ジャー中で，それ以後はパラフィン重層法

によって培養した。14時間培養ではForesporeを認めないが，16時間培養ではすべてめ細

胞がForespore（B段階）を形成し，18時間培養で非染色性の胞子（C段階）となった。

しかし，更に2時間後の20時間培養では，母細胞と同様に染色される胞子様発芽細胞（D

段階）となった。

Table　4－2．　Rapidity　of　the　Formation　and　Germination　of　Heat－Sensitive

　　　　　　Spores　of　Ce．　perfringens　8238　in　the　LGA　Culture

Incubation

time　（hr）

’
4
6
8
0
2

望
⊥
－
↓
－
⊥
n
∠
9
臼

A Bl B2

Stages＊

Cl　C2 Dl D2 E

100％

　o

　o

　o

　o

0
0
0
0
0

　
5
0
（
U
O
O
O

　
［
0
　
． 0
0
0
0
0

　
　
5
0
0
0
0
0

　
　
5
0
0
0
0
5

　
　
　
1

0
0
0
0
「
D

　
　
　
Q
4
Q
ゾ

0
0
0
0
0

　Incubation　temperature：37eC．　Anaerobic　conditions：　anaerobic　jar　method　（gas－

replacement　with　hydrogen）　for　14－hours　incubation，　paraffin　cover　method　after

14－hours　incubation

＊Stages　of　the　formation－process　and　germination－process　of　spores　in　Fig．　4－1

　胞子の非染色性の持続と成長の停止をもって休眠と見なすと，非染色性であるC段階の

期間は長くても2～4時間以内にすぎず，しかもC1段階になってから母細胞の径一杯にな

るまで成長することから，胞子は休眠せずに形成段階から発芽段階へ連続的に移行すると

考えられる。従って，C段階の胞子でも800，20分間の加熱に耐えることができないのであ

ろう。

2．低温度培養，塩濃度および好気条件が非耐熱性胞子の形成段階から発芽段階への移

　　行におよぼす影響

　a．胞子形成後の低温度（3。）培養の影響：C段階の胞子を形成したLGA培養を30

に移した場合には，24時間後もなおC段階にとどまり，37。で培養を続けた場合に比べて著

しく遅く，48時間後に初めてD段階になった（Table　4－3）。この事実は，ウェルシュ菌

胞子の低温度における生残率が，栄養細胞のそれよりも高いというCanadaら68）の結果
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Table　4－3．　Effect　of　a　Low　Temperature　（3eC）　on　the　Germination　of　Heat－Sensitive

　　　　　Spores　of　Cl．　perfringens　8238　in　the　LGA　Culture

Holding　temp．
　　（eC　）

3

3

37

o

Holding　time　（hr）＊

　　　　24 48

C

　Bl，

Bi　’or　C

C

D’一E

D

D

　Bl，　C，　D　and　E　show　the　stages　of　the　formation－process　and　germination－process

of　spores
＊　Holding　time　at　each　temperature　after　sporulation

と関連していると考えられ，興味深い。

　B1段階のForesporeを形成したLGA培養を3。に移した場合には，24時間後にD～

E段階にあり，C段階胞子の3。放置の場合よりもその移行が速やかであった。これは3。

では胞子の形成過程は停止し，B1段階のForesporeは成熟せずに，すなわちC段階に達

せずにそのまま発芽過程に進み，見掛け上速やかにD～E段階に達したものと考えられる。

　b．塩濃度および好気条件の影響：ウェルシュ菌胞子の発芽は不適当な酸化還元電位で

阻害され72），高濃度の塩化ナトリウムは嫌気性菌　（PA3679h）　胞子の完全発芽を妨害

し73），また胞子形成培地あるいは胞子懸濁液中のカルシウムイオン濃度はCl．　botulinum

胞子の耐熱性に影響する74）といわれる。

　供試ウェルシュ菌（8238）について，好気条件や，塩化ナトリウムあるいは塩化カルシ

ウム溶液が，B1，　B　2段階（Forespore形成）あるいはC段階（胞子形成）にある細胞（滅

菌生理食塩水で2回，各滅菌懸濁用溶液で1回洗浄）の胞子形成段階から発芽段階への移

行におよぼす影響を試験した（Table　4　一4）。

　B1，　B　2形成段階の胞子は37。，好気条件下で発芽段階へ移行しえたので，先ず同条件

下で塩濃度の影響を試験した。塩化ナトリウムは高濃度（10および5％）ほど形成過程を

遅延させ，B2段階細胞よりもB1段階細胞に対し影響が特に大であった。　しかし，　C段

階胞子の発芽の遅延は，10％塩化ナトリウムにおいてもほとんど認められなかっ’た。なお，

供試菌の生育は3％塩化ナトリウムで抑制され，6％塩化ナトリウムで阻止された。

　塩化カルシウムは，塩化ナトリウムと異なり，高濃度よりもむしろ低濃度（0．95％o）で

形成および発芽過程を遅延させた。しかし，高濃度（9．5％）では同調的にC段階胞子が形

成され，その後速やかに発芽した。

　なお，10％塩化ナトリウムおよび9・5％塩化カルシウム溶液における胞子の形成から発芽

への移行は好気条件下よりも嫌気条件（水素ガス置換，Deoxo使用）下で速やかであった。

　以上のことから，非耐熱性胞子は低温度培養，好気的条件あるいは高濃度塩のもとでも

発芽し，徐々に死滅してゆくものと考えられる。
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Table 4-4. Effects of Sodium Chloride, Calcium Chloride and Aerobic Conditions 

          on the Rapidity of Formation and Germination of Heat-Sensitive Spores 

          of Cl.  perfrirbgens 8238

 Solutions forIncubation time (days) 
suspending 0 1 2 4 6 9 11 

 B1 D E 
Distilled water, AE* 

 B2 E E 

                        B275%  NaC1 1%  AE  B1
C25%D E 

 B  2  70% C 40%  D—E     5  B  1  B  1C 30% D 60% 

   10  B1  B1  B2C 50%                                °DE                            D 50%— 

                                D                              C50%                           D  D —E     10%,  A  E  B  2 C50% 
                      C 10%                                 D    10 C 

D 90% 

    10%,  AN*  B2C  20%D  80%D D D—E 

 B2 80%  B2 60%C 40%D               C—E  CaCl2 0.95%  A  E  B  1  B  2C 20% C 40% D 60% 

 B2  70%                       C D D-E  4  .5  B  1  B  2 C  30% 

 9.5  B1  B2 C  D—E  D—E D—E 

    9.5% AN  ,  B  1 D D  D---E  D—E  D—E

 B1, B2, C, D and E show the stages of the formation-process and germination-process 
of spores 

 *AE  : aerobic condition,  AN  : anaerobic condition (gas-replacement with hydrogen)

要 約

Hobbs型 ウェルシュ菌8238(2型)の 胞子について,耐 熱性胞子数および全胞子数を

測定比較 し,同 時に非耐熱性(80°,20分)胞 子の休眠状態を観察 した。

1)AGACo,LGAお よび クックドミー ト培地のいずれの培養でも,胞 子の大多数は非

耐熱性であ り,ご く少数が耐熱性であった。

2)LGA培 地により同調的に培養 した場合,非 耐熱性胞子はほとんど休眠せず,形 成

段階から速やかに発芽段階へ移行した。

3)非 耐熱性胞子の形成段階から発芽段階への移行は低温度(3°)培 養,好 気的条件に

よって遅延された。 高濃度(10%)塩 化ナ トリウムは形成過程を遅延させ,低 濃度(0.95

%)塩 化 カルシウムは形成および発芽過程を遅延させた。

第5章　 生鮮魚貝類からのウェルシュ菌の検出および分離菌株の諸性質

第1節 魚貝類におけるA型 ウェルシュ菌の検出率と分離菌株の耐熱性

ウェルシュ菌による食中毒は主としてA型 の耐熱性株による4,7)の で,本 節では,生 鮮

魚貝類からのA型 ウェルシュ菌の検出と分離菌株の 毒素産生型および耐熱性を検討 した結
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果を記述する。なお，分離菌株のHobbs型型別については次節に記述する。

　実　験　方　法

　1．分離試料および試験期間

　供試魚貝類は，長崎市内の4地域の小売店で購入し，入手後ただちに4～50に置き，4

時間以内にウェルシュ菌の分離に供試した。これら試料からのウェルシェ菌の分離は1966

年6．月から同年10，月の間に行った。試験の全期間を通じて収集処理した試料は，魚類：29

種（マアジ，カイワリ，マサバ，マルソウダ，トビウオ，サンマ，マイワシ，コノシロ，

アカカマス，グロサギ，イサキ，クロダイ，イボダイ，イシモチ，シロギス，クロイシモ

チ，カワハギ，ヒラメ，マガレイ，ヒメダイ，イトベラ，カサゴ，メバル，イトヨリ，　カ

ナガシラ，マダイ，キダイ，アカアマダイおよびキントキダイ），イカ：1種（ケンサキイ

カ），貝類：2種（クロアワビおよびアカマテガイ）および小エビ剥き身の193個体であっ

た。これら試料の月別の供試個体数をTable　5－1に示した。

Table　5－1．　Numbers　of　Fishes　Tested　in　Each　Month

Samples

Fish

Squid

Shellfish

peeled　shrimp

Jun．

6
2
0
0

3

Jul．

囹
⊥
4
2
」
4

4

Aug． Sept．

4
2
4
4

4

0
0
0
0

4

Oct　．

（
U
O
O
O

1

Total

i
⊥
n
6
ρ
0
8

71

Tota1 38 51 54 40 10 193

　2．ウェルシュ菌の増菌・分離培養法

　LAS培地を用いて増菌培養し，つぎに卵黄加CW寒天培地35）で分離培養する第2章一

第2節の方法によってウェルシュ菌を純離した。なお，各試料の体表（皮膚）検体および

消化管検体はそれぞれを加熱（800，20分）処理と無加熱とに分けて供試した。

　3．分離菌株の性状試験

　分離菌株がウェルシュ菌であうかどうかを同定するために必要な性状のみを試験した。

試験方法は第2章一99　2節に記述の通りである。

　4．分離ウェルシュ菌の毒素産生型の型別法

　分離ウェルシ＝菌の毒素産生型の決定は，マウスを用い，抗毒素血清による保護試験56・

57）によった。毒素液はRobertsonのチヨヅプドミートブPス培地73）による370，5時聞

培養の遠心上澄液をろ過滅菌したもの，およびこのろ液にトリプシン1．O％を加え，37。で

1時間処理したものを使用した。毒素液　（無処理ろ液あるいはトリプシン処理ろ液）　の

1．Omlに，　A型一抗毒素血清（Wellcome　Research：Laboratories社製）0．2m1と滅菌生

理食塩水0．4mlとを加えて計1．6mlとし，30分間室温に放置後，この腸液の0．3m工ずつ

を各試験用マウス（体重12～159）に静脈注射する。無処理ろ液接種群もトリプシン処理

ろ液接種群も，試験マウス数は3匹ずっとし，注射後3日間観察する。注射処理によって
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試験マウスが6匹とも死亡せず，また該当菌株が卵黄加CW寒天平板培養においてα毒素

の産生を示した場合にA型と決定した。

5．耐熱性試験法

　分離ウェルシュ菌の耐熱性はクックドミート培地で培養した菌液について試験した。す

なわち，クックドミート培地59），370，48時間培養の培養菌液0．5mlを，　pH：7．0に調整し

たハートイソフユージヨソプロス（Difco社製）培地5．Omlに接種（接種から加熱直前ま

で5～10。に保持）し，ただちに100。で15分および60分間加熱した。加熱終了後，急冷

した。つぎに細菌の生育を確実にかつ明確にするために，これにろ過滅菌したグルコース

およびL一アスコルビン酸ナトリウム溶液を，それぞれ最終濃度が1．0％および0．02％に

なるように添加した。370で2日間培養後，細菌の生育が認められたものを耐熱性が陽性

と判定した。なお，細菌の培養はすべて嫌気ジャー（水素ガス置換，Deoxo使雨）中で行

なった。

実　験　結　果

1．加熱および無加熱検体からのA型ウェルシュ菌の検出状況

　魚貝類からのウエルシュ菌の分離は，80。，20分間加熱処理した検体と無加熱検体との両

方について行なったが，加熱条件を80。，20分聞とした理由はつぎの通りである。

　わが国におけるウェルシュ菌食中毒は耐熱性株（患者ふん便から100。，60分間の加熱に

耐えて分離される）による。　しかし，ふん便による直接汚染でない場合には，耐熱性株で

もその胞子の前歴によって耐熱性が減弱している可能性が多い。　したがって，高温長時間

の耐熱性よりも胞子の有無に重点をおき，細菌培養における胞子の有無の判定44）に使用さ

れている80。，20分間の加熱処理を採用した。一方，耐熱性株でも栄養細胞の状態で魚貝類

を汚染している場合には，　この加熱条件にに耐えないので，このような汚染におけるウェ

ルシュ菌の検出は無加熱検体によった。

　また，魚貝類のウェルシュ菌による汚染の原因が体表にあるのか，消化管内にあるのか

を知る目的から，体表（皮膚）と消化管とを検体とじてウェルシュ菌の検出を行なった。

　6月から10，月までの全試験期間中に，辺野喜の同定基準5）（BE基準）によった場合，

Table　5’2．　Detection　of　Cl．　perfringens　Type　A　in　Respective　Specimen－Groups

Samples，　Numbers

Fish，　29　spp．　171

Squid　8
Shellfish　6
Peeled　shrimp　8

Numbers　of　isolated　Ce．　perfringens　Type　A＊1

・2B高唐普uf署e Alimentary　canal
　　N　　　　H

　Total
N　　　　H

124

　6

　1

　8

0
可
⊥
¶
⊥
「
0

2 3
ウ
臼
9
臼

2

5
0
0

147

　8

　3

　8

5
雪
⊥
¶
⊥
戻
」

2

Tota1 193 139 27 27 5 166 32

　All　the　isolates　were　positive　in　sporulation　tests　with　AGACo　medium

＊1　An　attempt　was　made　to　isolate　one　strain　per　one　specimen．　The　isolates　were

　　identified　by　Benoki’s　criterion　（see　the　footnote　of　Table　5－3），　and　were　typed

　　by　means　of　a　mouse　protection　test

＊2　N・…t・unheated　specimens，　H・・・…heated　（80℃，　20　min）　specimens
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魚類171個体から172菌株，イカ8個体から9菌株，貝類6個体から4菌株およびエビ剥き

身8個体から13菌株，計198菌株のウェルジュ菌が分離された（Table　5－2）。　これら分

離ウェルシュ菌は，加熱検体からよりも無加熱検体から，また消化管検体からよりも体表

検体から数多く検出された。更に，これら分離ウェルシュ菌の毒素産生型を型引した結果，

すべての菌株がA型に一致し，B～F型該当菌株は認められなかった。つぎに，これらA

型ウェルシュ菌の魚貝類からの月別検出率を，無加熱検体と加熱検体とに分けて述べる。

a．無加熱検体からのA型ウェルシュ菌の検出率

　無加熱の体表および消化管検体からのA型ウェルシュ菌の月別検出率をTable　5－3に

示した。ウェルシ＝。菌の同定はBE基準に従ったが，比較のためにB基準（Bergey42）の

species検索表の基準，ただしセルロース発酵と色素産生試験は省略）およびS基準（Strong

ら41）の同定基準）によった場合も併記した。

Table　5“3．　Detection　R　ate　of　Ct．　perfringens　Type　A　in　U　nheated　Specimens

　　　　　in　Each　Month

Specimens　Criteria＊i

Body－surface E

B
B
SAlimentary　canal　B　E

　　　　　　　　　B

　　　　　　　　　s

Detection　rate　（％）

Jun， Jul． Aug．

Ω
U
O
O

ρ
0
ρ
0
5

ρ
0
9
0
3

1
⊥
1
1

8
0
7
‘

8
8
ハ
0
∩
6
Q
U
O
O

1
1
⊥
1

4
0
「
0

7
7
σ
ρ
0

15

13

8．7

Sept．

O
Q
U
O

7
8
ρ
0
ρ
0

Oct　．

0
0
0F

O
5
「
0

1
⊥
－
⊥
－
⊥

0
0
0

＊1　BE……Benoki／s　criterion5）（aerobic　growth：negative，　Gram　positive　rods，　non・

　　motility，　iron　milk　：　’stormy　fermentation，　lecithinase　inhibition　test　with　Type　A

　　serqm　：　positive，　indole　production　：　negative，　acid　and　gas　from　glucose，　lactose

　　and　sucrose）；　B……the　key　in　Bergey／s　manua142）　to　the　Species　of　genus

　　Clostridium，　but　cellulose　fermentation一　and　pigment　production－tests　were　omitted；

　　S・・・…　the　criterion　of　Strong　et　al．41）

　体表検体：6月から9月にわたって，かなり高率にウェルシュ菌が検出された。すなわ

ち，検体からの検出率は7月において最も高く，BE，　BおよびSの各基準によったとき，

それぞれ88％，80％および67％であった。また，6月においても，BE，　BおよびSの各

基準によったとき，それぞれ68％，60％および50％の検出率であった。しかし，気温が急

に低下した10月では，供試試料が少数ではあったが，ウ・1．ルシュ菌を検出し得なかった。

　消化管検体：6，月から9，月までの検出率はBE，　BおよびS基準によったとき，それぞ

れ18～15％，15～13％および15～8．7％であった。すなわち，消化管から各月ともにおお

よそ同程度の率で検出されたが，体表に比べてその検出率は著しく低かった。10月半は，

体表検体と同様に，まったく検出されなかった。

b．加熱検体からのA型ウェルシュ菌の検出率

加熱処理した体表および消化管検体から，A型ウェルシェ菌の検出状況を　Table　5－4
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に示した。6，月から9月までの検出率は，　BE基準によると，体表および消化管検体でそ

れぞれ29％以下，5．3％以下で；無加熱検体に比べて著しく低率であった。しかし，月別間

の相対的な変動が，体表，消化管ともに，無加熱のときより’も大であると認められた。す

なわち，7月の体表検体のように他の月に比べて高い検出率（BE基準によったとき29％）

を示す場合や，　9Eの消化管検体のようにウェルシ＝菌がまったく検出されない場合が見

られた。

　　　Table　5－4．　Detection　Rate　of　Cl．　perfringens　Type　A　in　Heated　（80　eC，　20　min）

　　　　　　　　　Specimens　in．Each　Month

Specimens　Criteria＊1
Detection．　rate　（％）

Jun．

Body　surface E

B
B
SAlimentary　canal　B　E

　　　　　　　　　B

　　　　　　　　　s

2．6

2．6

0

5．3

2．6

0

Jul． Aug．

29

26

9．8

4．5

2．2

0

11

7．4

3．7

2．2

2．2

0

Sept．

13

10

7．5

0
0
0

Oct．

0
0
0
0
0
0

＊1　Signs　are　the　same　ones　as　d6scribed　in　Table　5－3

2．分離ウェルシュ菌の耐熱性と各同定基準との関係

　赤真ら61）はクックドミート培地を用いた胞子形成培養が，SEC培地36）による形成胞子．

よりも耐熱性が強いとした。また著者のAGACo培地によ．る形成胞子の耐熱性はクツクド

ミート培地を用いた胞子形成培養よりも弱く不安定であった』．このために分離ウェルシュ

菌の耐熱性を，クックドミート培地，37。，48時間培養菌液について試験した。

　分離菌株の耐熱性の有無と各同定基準との関係を分離検体別に示すと．Table　5－5の通

りである。無加熱検体の場合，BE基準に従って，体表から139菌株，消化管から27菌株，

Tadle　5－5．　Relationships　between　Heat－Resistance　of　lsolated　Cl．　perfringens　and

　　　　　Identification－Criteria，　and　between　Heat－Resistance　and　Specimen－Groups

Specimens

Unheated一　Body－surface

　　　　Alimentary　canal

　　　　　Total

Nunbers・　of　isolatad　Cl．　perfringens＊2

　　　Heat－resistant

＊IBE　B　S
O（一）＊3　O（一）

o（一）　o（一）

o（一）　o（一）

）
）
）

一（
（
（
0
0
0

　　　　　　　　　　　　　1
Heated　Eody－surface　！
2（8O0奄bfn）　Aiirfientary　canai　I

　　　　Tota1

14（100）　11（79）　3（21）

1（100）　1（100）　O（　O）

15（100）　12（　80）　3（20）

　　Heat－sensitive

BE　B　S
139（100）　126（91）　111（80）

27（100）　25（93）　21（78）

166（100）　151（91）　132（80）

13（100）

4（100）

17（100）

11（85）

2（50）

13（76）

7（54）

o（　o）

7（41）

＊1　BE，　B　and　S　are　the　same　ones　as　described　in　Table　5－3

＊2　All　the　isolates　were　po3itive　in　sporulation　tests　with　AGACo　rriedium

＊3　Parentheses　show　percentage　of　BE’，　B一　and　S－strains　in　isolated　strains
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計166菌株を分離したが，これらはすべて100。，60分の加熱に耐えず，100。，15分にすら耐

えなかった。BE基準株のうちBおよびS基準株のしめる比率は，体表と消化管の検体間

には大差なく，両検体の平均値でそれぞれ91％と80％であった。加熱検体の場合，体表か

ら14菌株，消化管から1菌株，計15菌株の耐熱性株（100。，60分）を分離し，また体表か

ら13菌株，消化管から4菌株，計17菌株の非耐熱性株（100。，15分に耐えない）を分離し

た。すなわち分離菌株の約半数が耐熱性を有した。　BE基準株うのちBおよびS基準株の

しめる比率は，非耐熱性株のとき，体表，消化管の平均値がそれぞれ76％oと41％oであり，

前述の無加熱検体からの分離菌株に比べるとS基準株の存在率が約1／2に低下している。耐

熱性株では，BE基準株のうちB基準株のしめる比率は平均80％，　S基準株のしめる比率

は平均20％oであり，非耐熱性株に比べてS基準株の存在率がさらに低かった。

　上述のように，無加熱検体から分離したウェルシュ菌はすべて耐熱性を示さず，それら

め多くがS基準株であった。　しかし，加熱検体から分離した耐熱性株では，S基準に一致

しないものがとくに高率に認められた。

第2節　魚貝類からのHobbs型ウェルシュ菌の検出とその型別

　ウェルシュ菌による食中毒は主としてA型の耐熱性株に原因し4・7），現在この耐熱性株

はHobbsらによって1～17型の抗原型に分類され4・5・30），そのうち1～13型は原因頻度

の高いものとして一般視されている6）。

　前節では，6～9月の食中毒多発期に，市販の魚貝類からA型ウェルシュ菌が高率に分離

されることを明らかにしたので，本節では，これら分離ウェルシュ菌198株についてHobbs

型（1～13型）の型別を行なった。その結果，32株のHobbs型菌を確認したので，それ

らの抗原型，耐熱性，検体におけるHobbs型菌株の月別検出状況，および分離ウェルシ

ュ菌の耐熱性とHobbs型に対する一致率との関係などについて記述する。

実　験　方　法

1．H：obbs型の型別に供試した分離ウェルシュ菌

　供試菌株は1966年6月から同年9月までの間に魚貝類から分離した198株で，いずれも辺

野喜5）の同定基準によってウェルシニ」菌と同定したA型株である。　なお，供試菌株の耐熱

性はクックドミート培地で培養した菌液を100。，15および60分加熱する前節の方法によっ

て試験した。

2．Hobbs型型別事の免疫血清の作成

免疫用抗原の作成には，Hobbs博士から分与されたつぎの13標準株を使用した。

No．　8359　（Type　1），

No．　8247　（Type　4），

No，　8449　（Type　7），

No，　8799　（Type　10），

No．10240　（Type　13）．

No．　8238　（Type　2），

No．　8678　（Type　5），

No．　8235　（Type　8），

No，　9851　（Type　11），

No．　8239　（Type　3），

No，　8679　（Type　6），

No，　8798　（Type　9），

LNo．10239　（Type　12），

　標準株を卵黄加Todd変法平板培地上に37。で嫌気培養（水素充てん，　Deoxo使用）

後，スムーズ集落を釣菌し，チオグライコレート培地に接種した。18～24時間培養後，そ

の0・1mlをTodd変法平板培地に塗布接種し，18～24時間嫌気培養した。つぎに，平板
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上に生育した菌体を0．4％ホルマリン加生理食塩水に懸濁させて遠心後，同液で2回洗浄

した。最後に，この菌体を5mg／m1の濃度に再び同液に懸濁させ，5。に2日間放置後，

免疫原として使用した。免疫原は使用期間を通じて5。に貯蔵する。この免疫抗原液の0．5，

1．0，2．0，3．0および4．Omlを，4日間隔でJlfi次に，家兎（2～2．5kg）の耳静脈内に注射

した。最後の静注から7日目に試験的に採血し，凝集素価が1，000倍以上のものは3日以内

に頸動脈から全採血した。凝集素価が1，000倍未満のものは，さらに免疫抗原液4mlを静

注し，7日目に全採血した。血清は常法によって採取し，56。，30分加温して非動化後，1％

チメロサールを1／100容混合し，一20。に凍結貯蔵した。この方法によって凝集素価が500

～2，000倍の血清が得られた。なお，前記のTodd変法培地76）の組成はつぎの通りである。

　To彊変法培地組成：エルリッヒ肉エキス109，ハートインフュージョンブイヨン（栄

研製）7．59，塩化ナトリウム2．09，炭酸水素ナトリウム2．09，リン酸水素ニナトリウム

（Na2HPO4・12H20）0．89，ポリペプトン109，酵母エキス3．59，グルコース2．09，寒

天209，精製水1000m1。

3．分離ウェルシュ菌の凝集反応

　i）ためし凝集反応：各免疫血清は，0．02％チメロサール加生理食塩水で，凝集素価の

1／100に希釈して使用した。凝集反応用抗原としては，Toddの変法培地で平板培養した菌

体を生理食塩水に濃厚に懸濁させた生菌液および同菌液を100Q，60分加熱した死菌液を使

用した。　スライド上の血清希釈液1滴に，生菌液あるいは死菌液1白金耳を加えてかきま

ぜ，10秒以内にきわめて強く凝集が認められたものを陽性とした。

　ii）定量凝集反応：抗原としてはホルマリン死菌と加熱死菌とを用いた。　ホルマリン死

菌抗原としては，Todd変法培地で平板培養した菌体を0．4％ホルマリン加生理食塩水に

1mg／・：nlの濃度に浮遊させて使用した。加熱死菌抗原としては，　Toddの変法培地による

平板培養菌体の懸濁液（5mg／mユ生理食塩水）を100。，60分加熱後，ユmg／mlに希釈し

て使用した。

　免疫血清を倍数希釈し，0．5mlずつの希釈液を2列にし，1列にはホルマリン死菌を，

他の列には加熱死菌を，それぞれ0．5m1ずつ混和した。37。で4時間作用させ，1夜冷蔵

庫（5。）に放置後，凝集の有無を肉眼的に判定した。ホルマリンおよび加熱死菌の両方，あ

るいはいずれか一方が，免疫血清の凝集素価またはそれに近い価まで凝集したときに，そ

の血清の抗原型を被検菌の抗原型とした5）。

実　験　結　果

1．分離ウェルシュ菌のHobbs型の型別および同型分離株の耐熱性

　魚貝類から分離したウェルシュ菌198株についてHobbs型（1～13型）の型別を行なっ

た結果，32株（16％）がHobbsの抗原型に一致した（Table　5－6）。すなわち4型8株，

5：および9型各7株，13型4株，2型2株，3，6，8および12型各1株が検出された。

耐熱性株は4型4株，13型2株の計6株であったが，　これらの型に一致した菌株でもその

半数は非耐熱性であった。　また，耐熱性株はすべて加熱検体から検出されたことは注目す

べきである。

　分離菌株はすべて辺野喜の基準5）（BE・ただしAGACo培地による胞子形成試験を補

足）で同定したが，それらの生化学的性状を群別して表わす手段として，Bergey検索表42）
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Table　5・6．　Serological　Types　and　Heat－Resistance　of（Jl．　perfringens　Hobbs／

　　　　　　　　　　Type　Strains　lsolated　from　Fishes

Isolates

853

637

641

632

919

758

757

761

764

639

771

Hobbst　Types

9
自
n
乙

3

4
4
4
4
4
4
4
4

714　1

715

718

719

720

93

94

613

69

621

710

88

820

822

96
つ

766

770

72

725

837

929

「
0
5
「
0
「
0
賀
」
戻
」
門
0
6

8

9
9
Q
V
Q
ゾ
9
9
9

12

0
0
n
δ
り
0
9
」

－
⊥
－
⊥
霊
⊥
－

Heat－resistance＊i

十
十
十

十

十
十

Specimens＊2

s

ac

s

s

　s

hs

hs

hs

hs

hac

hac

s

S
S
S
S

　
h
h
hS
Ss

Agreement　with　criteria＊3

BE，　B，　S

BE，　B，　S

BE，　B，　S

BE，

BE，

BE，

BE，

BE，

BE，

BE
BE，
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，B
B
B

B

S
【
b

B
B
B
BBB

BE，

BE，

BE，

BE，

BE，

BE，

BE，
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B
B
B
B
B
B
B

【
b
S

S
【
b

BE，　B，　S

s

s

s

s

s

S
Sac
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s

S
S
S

　
h
h

BE，　B，　S

BE，

BE，

BE，

BE，

BE，

BE，

BE，

，
　
　
　
，
　
　
　
，
　
　
　

，
　
　
　

，
　
　
　
，
　
　
　
，

B
B
B
B
B
B
B

S
（
b
（
b
S
S
S
S

BE，　B，　S

BE
BE，　B，

BE
BE

s

噌
⊥
9
臼

＊
＊

＊3

十　heat－resistant；　一一　heat－sensitive
Resistance　of　cooked　meat　cultures　（370C，　48　hr）　to　heating　at　100　eC　for　60　min

Specimens　：’st・・boody－surface，　hs…body－surface　heated　at　80“C　for　20　min，　ac…
alimentary　canal，　hac・・talimentary　canal　heated　at　80eC　for　20　min

Criteria　for　identification　with　which　each　of　the　isolates　was　in　agreement　：　BE…

Benoki／s　criterion5）（aerobic　growth…negative；Gram　positive　rods；non－motility；
iron　milk…stormy　fermentation；　lecithinase　inhibition　test　with　Type　A　serum…
positive；　no　indole　production；　acid　and　gas　from　glucose，　lactose　and　sucrose）
which　was　supplemented　with　the．　sporulation　test　by　using　AGACo　medium；　B…
Bergeyts　key42）　to　the　species　of　genus　Clostridium，　but　cellulose　fermentation－and
pigment　production－tests　were　omitted；　S’・・the　criterion　of　Strong　et　al．41）；　BB…

B－criterion　which　was　supplemented　with　the　fermentation　tests　of　ten　kinds　of
carbohydrate，　the　lecithinase　test，　the　nitrate　reduction　test　and　the　indole
production　test，　described　in　Bergey／s　manua142）
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（B。ただしセルP　・一ス発酵試験および色素産生試験を省略），Strongら41）の基準（S）

およびBに更にBergey42）記載の10種類の糖分解試験，レシチナーゼ反応，硝酸塩還元

試験およびインドール産生試験を加えた基準（BB）による同定結果も付記した（Table　5

－6）。　BE・B・S該当株は全部の検出抗原型毒中に見られ，とくに2，3，6，8，9

および12型ではすべてがBE・B・S該当株であった。しかし，4，5および13型では同

一抗原型のうちに該当同定基準の組合わせが異なった菌株が存在した。

　BE・B・S該当の20株はすべて非耐熱性であったが，　Sに該当しない12株中の半数，

すなわち，　BE・Bあるいは，　BE・BB該当中の4株（4型）およびBEのみ該当中の

2株（13型）が耐熱性であった。このようにSに該当しない菌株中に耐熱性株が見られた

が，この傾向は，前節で述べたように，Hobbs型株に限らず分離ウェルシュ菌全体として

見た場合も同様であった。

2．加熱および無加熱検体から分離したウェルシュ菌のHobbs型1こ対する一致率およ

　　び耐熱性

　加熱（80。，20分）検体および無加熱検体から分離したウェルシュ菌のHobbs型（1～

13型）に対する一致率を耐熱性株（100。，60分）と非耐熱性株とに区別して示すとTable

5－7のようである。

Table　5－7．　Agreement　of　Antigenic　Characters　of　lsolated　Cl．　perfringens＊2　with

　　　　　Hobbs　i　Serological　Types，　in　Heated一　and　Unheated一　Specimen　Groups

Specimens

Unheated

Heated

Average

Agreement　with　Hobbs’　Types

Heat－sensitive Heat－resistant

　13％
（21／166）＊1

29％
（　5／　17）

　14％
（26／183）

　o％
（o／　o）

40％
（6／15）

40％
（6／15）

Average

　1390
（21／166）

　34％
（11／　32）

　16％
（32／198）

＊1　Anumerator　shows　numbers　of　Hobbs／Type　isolates，　and　a　denominator

　　shows　numbers　of　all　isolates

＊2　lsolates　were　identified　as　Cl．　perfrin．yens　by　Benokits　criterion

　a．無加熱検体の場合：分離ウェルシュ菌166株はすべて非耐熱性であり，そのうちの13

％（体表から18株，消化管から3株，計21株）がHobbs型株であった。この結果は，無

加熱検体から分離したウェルシュ菌（一般食品一58株，食中毒時検体一64株）の大部分が

非耐熱性であり，Hobbs型に対する一致率が13％であった清田ら77）の結果と同様である。

　b．加熱検体の場合：ウェルシュ菌の検出は少なく，供試魚貝類193個体の体表と消化、

管検体から32株が分離されたにすぎなかった。しかし，分離菌株のHobbs型に対する一致

率は無加熱検体の13％に比べて平均34％（32株中の11株）と高く，非耐熱i生殊では29％

（17株中の5株）が，耐熱性株では40％（15嚢中の6株）がそれぞれHobbs型株であった。

すなわち，検体を加熱処理することによって分離ウェルシュ菌のHobbs型に対する一致率

が増加し，少数ではあったが体表から5株，消化管から1株，計6株の耐熱性Hobbs型株
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が選択的に分離された　（Table　5－7および5－6）。　この傾向は，健康人のふん便から

Hobbs型ウェルシュ菌を分離する場合，検体を加熱処理すると分離菌株のHobbs型に対

する一致率が高まるという赤真ら61）の結果と同じである。

3．H：obbs型ウェルシュ菌の検体数に対す月別の検出率

　A型ウェルシュ菌が市販魚貝類から6～9，月に高率に分離されることを前節で明らかに

したが，且obbs型菌株の検体数に対する月別の検出率を示すとTable　5　一　8の通りである。

　すなわち，体表（皮膚）の無加熱検体では，6，7，8および9月に，それぞれ13％o

（5株），9．8％（5株），7．4％（4株）および10％（4株）の比率で，ほぼ平均してHobbs

型株が検出された。これに比べて，体表の加熱検体では，7，月に14％（7株）とやや高率

にHobbs型株が検出されたけれども，6，月には全く検出されず，また8および9月にそれ

ぞれ1株ずつ（1，9および2．5％）が検出されたにすぎなかった。一方，消化管からは，

Hobbs型株の検出が少なく，無加熱検体では6月に1株（2．6％），7月に2株（4．5％o），

加熱検体では6および7月にそれぞれ1株ずつ（2．6および2．2％）が検出されたにすぎず，

8および9月には加熱・無加熱の両検体ともその検出が見られなかった。なお，気温・水

温の低下する10月には体表からも，消化管からも検出されなかった。

Table　5・8．　Detection　Rate　of　Hobbs’　Type　Strain＄　in　Fishes　in　Each　Month

Specimens

Months

June

July

August

September

October

Detection　rate　（％）

eody－surface Alimentary　canal

Unheated

13　（5／38）＊

9．8（5／51）

7．4（4／54）

10　（4／40）

O　（O／10）

Jun．　tvSept． 9．9（18／183）

（soocHeC　a奄盾?р高奄氏j　1　unheated

　O　（O／38）

　14　（7a）／51）

　1．9　（IC）／54）

1；12．5　（ld．．）一／40）　’i＝g

　O　（O／10）

2．6　（1／38）

4．5　（2／45）

O　（O／46）

O　（O／40）

O　（O／10）

4．9　（9／183） 1．8　（3／169）

　Heated
（sooc，　20min）

2．6　（1／38）

2．2　（lb）／45）

O　（O／46）

O　（O／40）

O　（O／10）

1．2　（2／169）

＊　Non－parenthesis　shows　detection　rate　（numbers　of　Hobbsi　Type　isolates　x　100／numbers

　of　specimens）．　Parenthesis：　a　numerator　shows　numbers　Hobbst　type　isolates，　and　a

　denominator　shows　numbers　of　specimens．　Each　specimen　was　subjected　to　isolating

　ene　strain　of　Ce．　perfringeres

　a）　3　of　7　strains　were　Type　4　heat－resistant　strains．　The　other　strains　were　heat－

　sensitive．　b）　Type　4　heat－resistant　strain．　c）　d）　Type　13　heat－resistant　strains　（see

　the　footnote　of　Table　5－6　with　respect　to　heat－resistance）

第3節　魚貝類から分離したウェルシュ菌の耐熱性，抗原型とサリシン発酵能との関係

Bergey42）の同定基準では，ウェルシュ菌はサリシンをまれにしか発酵しないとしてい

るが，魚貝類から分離したウェルシュ菌の中に比較的多数のサリシン発酵陽性株が検出さ

れることを第2章一楽2節で述べた。一方，食中毒を対象とした実用的な本誌の同定におい

ては，わが国の食品に適用されている辺野喜5）の規準の場合はサリシン発酵試験を採用し

ていないが，アメリカの食品に適用されているStrongら41）の規準ではサリシン発酵陰性
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株をウェルシュ菌としている。

　本節で，分離ウェルシュ菌の耐熱性あるいはHobbs抗原型と，サリシン発酵能との関

係を検討した結果，サリシン発酵陽性株が耐熱性分離株の大部分を占めること，また同発

酵陽性株はHobbs型に一致する可能性が比較的大であることなどを確かめた。　これらの

結果を本節に記述する。

実　験　方　法

1．供　試　菌　株

　1966年6月から同年9月までの間に魚貝類から分離iし，辺野喜の同定基準5）によってウ

ェルシュ菌と同定したA型ウェルシェ菌198株，およびHobbs博士から分与されたHobbs

型標準13株（1～13型）を供試した。

2．供試分離菌株の性状試験法

　生化学的性状試験，耐熱性試験およびHobbs型の型別法は第2章一撃2節および第5

章の第1あるいは第2節に記述した。供試分離菌株の生化学的性状試験は分離してから6

～9か月の問に行なった。なお，サリシン発酵試験においてはサリシンは和光製特級品を

使用した。

実　験　結　果

1，Strongらの同定基準に一致しない魚貝類分離ウェルシュ菌の生化学的性質と耐熱

　　性との関係について

　魚貝類から辺野喜の同定基準に一致するウェルシュ菌198株を分離したが，そのうちの

56株はStrongらの同定基準（S基準）に一致しないこと，および耐熱性分離株の大部分も

同基準に一致しないことを第2章一第2節および第5章の第1並びに第2節で述べた。本項

ではこれら分離菌株とくにS基準に一致しない菌株の生化学的諸性質と耐熱性との関係に

ついて検討した結果を記述する。

　a．生化学的性質とくにサリシン発酵能と耐熱性との関係

　分離菌株をS基準株と非S基準株とに分け，S基準に一致しない生化学的性質と耐熱性

との関係をTable　5－9に示した。　S基準に一致しない生化学的性質のなかで，サリシン

発酵陽性が最も多く非S基準56株中の48株を占め，つぎにゼラチン液化陰性株が多くサリ

シン発酵陽性および陰性群中にそれぞれ7株ずつを占めている。一方，分離菌株の耐熱性

（100。，60分）と生化学的性質との関係を見ると，耐熱性分離菌15株のうちサリシン発酵

陽性が最も多く11株を占めたのに対し，同発酵陰i生は非S基準1株とS基準3株の計4株

にすぎなかった。
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Table　5－9． Rerationship　between　the　Heat　Resistance　and　Some　Biochemical
Properties，　Especially　the　Salicin　Fermentability，　of　Ce．　perfringens

Isolated　from　Fishes

Groups　of　isolates

Disagreement　with
Strong／s　criterion

Agreement　with
Strong　ts　criterion

Total

Salicin
ferment－
ation

Properties　which　were　in
disagreement　with　Strong　ts
criterion

Positive＊1 Nothing　except　salicin
　　　fermentation

Gelatin　liquefaction，　negative

Mannitol　fermentation，　positive

B－HemolysiS，　negative
　（bovine　blood　agar）

Total

Numbers　of　isolates
懸卍。n，・・／念91。、es

7　／　37

｛
⊥
2
1

7
‘
0
0
1
↓11　／　48

Negative Gelatin　liquefaction，　negative

B－Hemolysis，　negative
　（bovine　blood　agar）

Total

O／　7

1／　1

1／　8

’Total

Negative

12　／　56

3　／　142

15　／　198＊3

1
9
自
∩
δ

＊
＊
＊

Acid　or　acid　and　gas　from　salicin，　after　incubation　at　370C　for　3　days

Resistance　of　cooked　meat　cultures　（370C，　48　hr）　to　heat’ing　at　1000C　for　60　min

Identified　by　Benoki／s　criterion

　　b．加熱あるいは無加熱検体から分離した菌株中におけるサリシン発酵陽性株の検出率

　　耐熱性株の大部分はサリシンを発酵した。　しかし，サリシン発酵陽性群のうちには耐熱

性を示さないものも多数存在した（Table　5　一9）。

Table　5－10． Detection　Rate　of　Salicin－Fermenters　in　the　lsolates　from　Heated　or

Unheated　Specimens

Groups　of

isolates

From　heated
specimens＊

From　unheated
speclmens

Detection　rate，　％

　　　　　Salicin－fermenters

Heat－resistant　Heat－sensitive i　Heat－resistant

Salicin－unfermenters　i

　　　　　　　　　　Heat－sensitive

Tota1

34
（11）

　o
（　o）

31
（10）

16
（27）

13
（　4）

　o
（　o）

　22
（　7）

　84
（139）

100
（　32）

100
（166）

　　Parentheses　show　the　numbers　of　the　isolates

＊　Heated　at　800C　for　20　min
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　分離株を加熱（80。，20分）検体分離株と無加熱検体分離株とに分け，それぞれについて

サリシン発酵能と耐熱性を示すとTable　540のようである。加熱検体分離適中ではサリ

シン発酵陽性株が65％（32株虹の21株）の高率を占め，その半数が耐熱性（100，60分）

であった。しかし無加熱検体分離株中では同発酵陽性株の検出は16％（166此中の27株）の

低率にすぎず，また耐熱性株も認められなかった。

　2㌧ウェルシュ菌のサリシン発酵能とHobbs型との関係について

　ウェルシュ菌食中毒はおもに耐熱性A型ウェルシュ菌（Hobbs型株）に原因する。一方，

分離ウェルシュ菌はすべてA型であり，そのうちの耐熱性分離株あるいは加熱検体からの

分離株の多くがサリシン発酵陽性であったので，分離株のサリシン発酵能とHobbs型と

の関係について検討した。

　a．サリシン発酵陽性あるいは陰性九尊におけるHobbs型株の検出率

　サリシン発酵陽性株と陰性株とに分けて，分離株中における且obbs型株の検出率を示す

とTable　5　一11のようである。サリシン発酵陽性株におけるHobbs型株の検出率は25％o

（48株中の12株）にすぎなかったが，同発酵陰性株における検出率13％o（150株中の20株）

に比べると高かった。なお，Hobbs型に一致した32株のうち6株が耐熱性を示したが，こ

れらはすべてサリシン発酵陽性であった。

Table　5・11．　Detection　Rate　of　Hobbs／Type　Strains　in　the　Salicin・Fermenters　or

　　　　　　Salicin－Unfermenters

Groups　of

isolates

Salicin－
fermenters

Salicin－

unfermenters

Detection　rate，　％

　　　Hobbs／　Type

Heat－resistant　Heat－sensitive

12．5
（　6）

o
（　o）

12．5
（　6）

13
（20）

　　Non－Hobbs’　Type

Heat－resistant　Heat－sensitive

10
（　5）

　3
（　4）

　65
（31）

　84
（126）

Tota1

100
（48）

100
（150）

Parentheses　show　the　．numbers　of　the　isolates

　b．H：obbsの抗原型とサリシン発酵能との関係

　分離ウェルシュ菌の一部はサリシンを発酵するが，その発酵力はグルコースに対するよ

うに強烈ではなく，酸の生成が明確であってもガス生成は微：弱なものが比較的に多かった。

従って，本項では前述のように酸の生成をもってサリシン発酵陽性とした。Hobbsの標準

株はサリシンを発酵しない4）とされているが，試験法により相違することも考えられるの

で，標準13株（1～13型）についても改めて試験した。

　H：obbsの標準13株のうち7株がサリシン発酵陽性であり（Table　5　一12），とくに耐熱性

が強かった8238（2型）は酸，ガスの生成がともに明確であった。また，分離Hobbs型

株では32株中の12株がザリシソ発酵陽性であり（Table　5－12），　しかも前述したように

そのうちの6株が耐熱性株であった（Table　5－11）。

　Hobbsの各抗原型とサリシン発酵能との関係をTable　5－12に示した。　Hobbs標準株

と分離Hobbs型株とを合わせた全供試株について見ると，2，3，4，5，6，9およ
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Table　5－12．　Relationship　between　the　Salicin－Fermentability　and　Each　of　the

　　　　　　Serological　Types　of　Hobbs’　Type　Strains

Groups　of

strains

Standard＊

Isolated

Salicin

fermentation

Numbers　of　strains

十

　　　　　　　Hobbs／　Types

123456789　10　11　12　13
Total

O　　l　　l　　l　　O　　I　　O　　O　　I　　O　　I　　O　　I

1　0　0　0　1　0　1　1　0　1　0　1　0

7

6

十 OOO6300000003
0　2　1　2　4　1　0　1　7　0　0　1　1

12

20

＊　Distributed　from　Dr．　Betty　C．　Hobbs；　Central　Public　Health　Laboratory，

　London．　Tested　three　times　on　the　standard　strains

び13型では同一抗原型株中にサリシン発酵陽性と陰性株が存在し，Hobbsの各抗原型とサ

リシン発酵能との間には関連性は認められなかった。

考 察

　わが国のウェルシュ菌食中毒はA型の耐熱性株（Hobbs型株）によるといわれる。食中毒

多発期に当たる6～9月にわたって魚貝類から多数のA型株が分離された。　分離株ゐ耐熱

性は胞子の状態その他の試験条件によって影響されるけ’れども，加熱検体から分離した32

株のうち，約半数の15株が耐熱性（100Q，60分）を示した。無加熱検体から分離した166

株はすべて耐熱性を示さなかった。従って，加熱処理（80Q，20分）が耐熱性ウェルシュ菌

の検出に重要な役割を果たすと考えられる。しかし，この事実が　i）耐熱性株による汚染

（胞子および栄養細胞による汚染）　が非耐熱性株による汚染に比べて著しく少ないことを

意味するのか，ii）耐熱性株および非耐熱性株による汚染の問に量的差はなく，これらウェ

ルシュ菌による汚染がおもに胞子の形で行なわれており，　ヒートショックを加えない場合

にはとくに非耐熱性株の胞子が優先的に発芽し，逆に800，20分間の加熱処理を加えた場

合には耐熱性株の胞子が選択的に発芽し，非耐熱性株の胞子の大部分が死滅することを意

味するのか，iii）耐熱性株の分離培地中での生育が非耐熱性株によって，著しく抑制され

ることを意味するのかは明らかでない。

　加熱検体から分離したHobbs型11株のうち5株は非耐熱性であった　（Table　5－6およ

び5－7）。　しかし，これら非耐熱性株でも80。，20分間の加熱処理に耐えて分離されてい

るので，ある程度の耐熱性を有していたものである。従って，これら分離Hobbs型株が，

自然状態で食品を汚染した場合には，実際の調理・加工時の加熱処理に耐えて，その後に・

増殖する可能性がある。

　7月から9月までの間に体表の加熱検体からHobbs型9株が分離され，そのうちの7株

（耐熱性3株，非耐熱性4株）は7月前分離されている　（Table　5－8）。　このように，一

定時期の，一定試料区分（7月の4試料区分中の2試料区分）の加熱検体から，耐熱性あ

るいは非耐熱性のHobbs型株が集中的に検出されたことは，高気温・天候などの影響のほ

かに，汚染因子として上陸での特別の汚染源が存在したためであろう。　この点に関して，

山県ら78）は陸揚げ直後の魚体から耐熱性ウェルシュ菌が検出されなかった事実から，魚貝

類のウエルシュ菌汚染は陸揚げしてから消費者に渡る間に行なわれると推定している。
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　A型株が6～9月にわたって魚貝類の体表一夕加熱検体から高率　（68～88％，BE基準

による）に検出され，それらの一部はHobbs型に一致した。しかし，これら無加熱検体一

分離株は，すべて胞子形成能をもつにもかXわらず，耐熱性試験では非耐熱性であった。

Hobbsら4）は耐熱性株でも分離後の培養菌体は必ずしも耐熱性を示すとは限らないとして

いる。Hallら79）は，加熱処理（100。，60分）食品からウェルシュ菌が全く検出されず，

無加熱食品から分離したウェルシュ菌の0．8％oが耐熱性を示すにすぎなかったことから，

Cincinnatiにおける食中毒は食品が加熱調理後に非耐熱性株によって再汚染されて引き起

こされるとしている。また最近Suttonら80）も比較的耐熱性の低いウェルシュ菌による食

中毒事例を報告し，同様に加熱調理後の2次汚染によったものとしている。更にHauschild

ら81）は肉汁およびヒトの腸管内で耐熱性のない胞子を形成する菌株が，ヒトに食中毒徴候

を起こさせ得ることを報告している。従って，魚貝類の体表一無加熱検体から，耐熱性は

示さなかったけれども，A型株が高率に検出され，その一部がHobbs型に一致したことは

食品衛生上から無視できないと考えられる。　また，第6章で述べるように魚肉すり身，魚

肉ねり製品あるいは魚肉乾製品からもA型株が多数検出され，その一部はHobbs型に一致

した。

　生鮮魚貝類の体表からA型ウェルシュ菌が夏期に高率に検出された。　しかし，ウェルシ

ュ菌は偏性嫌気性菌であるので，魚貝類が本菌によって汚染されても加熱処理を受けず鮮

魚として取り扱われている間は，本菌が優先的に大量に増殖することは考えられない。一

方，ウェルシュ菌投与による・食中毒症状の発現には最少5×108の菌量が必要といわれる82）。

すなわち，生鮮魚貝類の生食による本菌食中毒の事例が見当たらないのはこのような理由

によるのであろう。

　消化管からのウェルシュ菌の検出率は18％以下（Table　5－3および5－4）にすぎなか

った。中川ら32♪は市販魚類の腸管材料を，直接に平板に塗布培養したとき，ウェルシュ

菌が認められないとしている。　これらのことから，ウェルシュ菌が魚貝類の腸管内に正常

介そうあるいは潜在菌そうとして常在するとは考え難い。　しかし，コノシロの消化管では

6試意中の5試料から，マルソウダの消化管では4試料中の4試料からウェルシュ菌が検

出された。従って，ウェルシ＝菌が海岸や河川の泥質中におそらく分布し，魚類の食性に

よっては消化管内に移行し，分布すると想像される。飯塚ら83）も冷凍タラの内臓からウェ

ルシュ菌を分離し，分離菌株は魚類の生息環境に由来することを示唆している。なお，消

化管から分離された32株（Table　5－2）のうち5株（耐熱性1株，非耐熱性4株）　が

Hobbs型に一致した（Table　5　一8）ことは注目される。

　ウェルシ＝菌の同定について，BE基準とS基準とを対照して見ると，魚貝類から分離

したウェルシュ菌（BE基準に一致）のうち，無加熱検体一分離株の多くはS基準に一致し

たが，加熱検体一分離i株，とくに耐熱性一分離株の多くはS基準に一致しなかった。従って，

食中毒を対象にウェルシュ菌を検索する場合には，S基準では耐熱性株を見落とすおそれ

がある。

　分離ウェルシュ菌の一部がS基準に一致しないおもな性質はサリシン発酵陽性とゼラチ

ン液化陰性であった。また耐熱性分離株の大部分はサリシン発酵陽性であった（Table　5

－9）。Nishidaら67？はふん便および土じょうから分離したウェルシュ菌について，分離

時の加熱処理の程度が高いほどサリシン発酵陽性株の検出率が高くなり，またふん便の場

合にはゼラチン液化陰性株の検出率も高くなるとしている。魚貝類を対象とした本研究で
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も加熱検体分離株あるいは耐熱性株中にサ リシン発酵陽性株が高率に検出されたが(Table

5-10),Nishidaら の場合と同様に,加 熱処理がサ リシン発酵陽性株の出現に選択的に作

用 したためと考えられる。 魚貝類の加熱検体から分離 した菌株中におけるゼラチン液化陰

性株の検出率は16%に すぎず,サ リシン発酵陽性株の検出率65%に 比べてかな り低かった。

Nishidaら は土 じょう分離の場合は,加 熱処理によりゼラチン液化陰性株の検出率が増加

しないとしてお り,魚 貝類におけるウェルシュ菌の汚染源と土 じょうとの関連も考えられ,

興味深い。 しか し,Nishidaら は一方で,ゼ ラチン液化陰性株でも微弱ではあるがゼラチ

ン液化能を所有 し,菌 株の保存(2年 間)に より標準生物型(ゼ ラチ ン液化陽性)に かわ

るとしている。

魚貝類分離株中の約1/4は サ リシン発酵陽性であった(Table5-9)。 また同発酵陽性株

は陰性株よ りもHobbs型 に対する一致率が高く,し か も耐熱性である傾向を示した(Table

5-10お よび5-11)。 この事実か ら,食 中毒を対象として魚貝類から分離するウェルシュ

菌の検査に当たっては,非S基 準株のうちサ リシン発酵陽性株はとくに重視されねばなら

ない。

要 約

食中毒多発期にあたる6～9月 にわたって,市 販の生鮮魚貝類(体 表および消化管)か

らウェルシュ菌の検出を試みた。更に,分 離菌株の毒素産生型,Hobbs型,耐 熱性,サ リ

シン発酵能などの諸性質を試験 し,つ ぎの結果を得た。

1)魚 貝類193個 体か らウェルシュ菌198株(辺 野喜の基準)を 分離 した。 分離菌株は

すべてA型 であった。 体表の無加熱検体から6～9月 にわたって高率(68～88%)に ウェ

ル シュ菌が検出されたが,10月 には検出されなかった。 消化管からの検出は一部の魚種を

除いて散発的であった。検体を加熱処理(80°,20分)す ることによって,検 出率は低下 し

たけれども,耐 熱性(100°,60分)株 が選択的に分離された。 また加熱検体から分離 した

菌株,と くに耐熱性分離株の多 くはStrongら の同定基準に一致 しなかった。

2)分 離ウェルシュ菌198株 のうち,32株(16%)がHobbs型 に一致 し,Hobbsの2,

3,4,5,6,8,9,12お よび13型-菌 株が検出された。加熱検体から分離したウェ

ルシュ菌は無加熱検体分離株に比べてHobbs型 に対する一致率が高く,ま た加熱検体から

分離 したHobbs型11株 の うち6株 は耐熱性を所有した。無加熱検体からHobbs型 株が6

～9月 にわたって平均 して検出された。 しか し,検 出されたHobbs型21株 はいずれも耐熱

性を示さなかった。

3)分 離ウェルシュ菌198株 の約1/4(48株)が サ リシン発酵陽性であった。耐熱性株

では,分 離15株 のうち11株 がサ リシン発酵陽性であった。また同発酵陽性株の検出率は加

熱検体分離株中で高 く(65%),無 加熱検体分離株中で低かった(16%)。 サ リシン発酵陽

性分離株のHobbs型 に対する一致率は25%に すぎなかったが,同 発酵陰性分離株のそれ

(13%)に 比べると高かった。Hobbsの 各抗原型とサ リシン発酵能との関連は認められな

かった。
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　　　　　第6章　　魚肉加工食品からのウェルシュ菌の検出および同菌に

　　　　　　　　　　起因する食中毒の予防

　第1節　魚肉加工食品あるいは魚肉すり身からのA型ウェルシュ菌の検出

　ウェルシュ菌による食中毒は，わが国では鳥獣肉の調理・加工食品のほかに，魚貝類の

調理・加工食品による場合が比較的に多い。

　前章では，魚肉調理・加工食品の主原料である生鮮魚貝類からA型ウェルシュ菌が夏期

に高率に検出され，またHobbs型株も検出されることを記述した。本節では，各種魚肉ね

り製品，魚肉乾製品および魚肉すり身からウェルシュ菌の検出を試み，分離菌株の毒素産

生型並びにHobbs型の型別を行なったのでその結果を記述する。

　実　験　方　法

　1．分離試料および試験期間

　供試魚肉製品は長崎市内の小売店で購入し，入手後ただちに4～5。に置き，4時間以

内にウェルシュ菌の分離に供試した。魚肉ねり製品および魚肉乾製品からのウェルシュ菌

の分離は1969年7月に，魚肉すり身からの分離は同年の7月から10，月にわたって行なった。

収集処理した試料数は，揚げかまぼこ42，ちくわ26，蒸しかまぼこ19，ケーシングかま

ぼこ20，魚肉乾製品26および魚肉すり身118であった。

　2．ウェルシコ．菌の増菌・分離培養法

　LAS培地を用いて増菌培養し，つぎに卵黄加CW寒天培地で分離培養する第2章一第2

節の方法によってウェルシュ菌を純離した。なお，各試料は無菌的に細切した後，加熱

（80。，20分）処理と無加熱とに分けてそれぞれ49ずつをLAS培地40m1に接種した。

　3．分離菌株の同定および性状試験法

　分離菌株のウエルシュ菌としての同定は辺野喜の基準に従った。ただしAGACo培地に

よる胞子形成試験を補足した。同定に必要な性状の試験法は第2章一第2節に記述した。

　4．分離ウェルシュ菌の毒素産生型の型別法

　分離ウェルシュ菌の毒素産生型の決定は第5章第1節に述べた方法，すなわちマウスを

用いた抗毒素血清による保護試験によった。

　5．耐熱性試験

　クックドミート培地で培養した菌液を100。，15および60分加熱する第5章一第1節の方

法を採用した。

　6．分離ウエルシュ菌のHobbs型の型別法

　a．抗原：CW卵黄寒天培地平板培養菌を生理食塩水に浮遊させ，10mg／mlの濃厚菌液

を作り抗原とした。

　b．Hobbs型型別用の免疫血清：Hobbsの1～13型免疫血清（東芝化学工業製）を使

用した。

　c．凝集反応：混合血清1（1～5型），ll（6～9型），皿（10～13型）の各1滴をスラ
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イド上にとり，少量の抗原を加えてよく混合する。約30秒後に明瞭な凝集が認められた場

合その混合血清を構成する朝畑因子血清を用いて前と同じ要領で凝集反応を行なった。　約

15秒以内に明瞭な凝集を認めた因子血清の番号を被検菌のHobbs型と決定した。被検菌は

生理食塩水では凝集しないことを確認した。

　混合血清1，皿，皿のいずれでも凝集しないときは，抗原を100。，60分加熱し，再び同

様に凝集反応を行なった6）。それでも凝集しないものは型別不能株とした。

実　験　結　果

1．魚肉ねり製品および魚肉乾製品からのA型ウェルシュ菌の検出

　7月末購入した魚肉ねり製品および魚肉乾製品の加熱（80。，20分）および無加熱検体か

らのA型ウェルシュ菌の検出率をTable　6－1に示した。分離菌株はすべてA型であった。

Table　6－1．　Detectlon　Rate　of　Cl．　perfringens　Type　A　in　the　Kamaboko　（Fi＄h　Cake）

　　　　　Products　and　in　the　Dried　Fish　Products

Samples

Kamaboko　products

　Agekamaboko

　Chikuwa

　Mushikamaboko　Outer

　　　　　　　　Inner

　Cased　kamaboko

Dried　fish　products

　　　　　　　　　Detection　rate，　％
Unheated　specimens　Heated　（800C，　20　min）　specimens

26　（11／42）

27　（　7／26）

11　（　2／19）

11　（　2／19）

O　（　O／20）

17　（　7＊／42）

3．8（　1　／26）

11　（　2　／19）

O　（O　／19）

O　（O　／20）

27　（　7／26） 31　（8＊／26）

　Parenthesis　：　a　numerator　shows　numbers　of　Type　A　isolates，　and　a　denominator

shows　numbers　of　specimens
＊　One　strain　out　of　the　isolates　was　heat－resistant　（1000C，　60　min）

　無加熱検体：揚げかまぼこ，ちくわおよび魚肉乾製品からそれぞれ26，27および27％の

率でA型株が検出されたが，ケーシングかまぼこでは全く検出されなかった。蒸しかまぼ

この場合には内層と外層に分けて試験したが，両層ともに11％の検出率であった。他方，

善養寺ら84）は3．1％，久保田ら85）は26．9％aの率で魚肉ねり製品からウェルシュ菌を検出

している。

　加熱検体：魚肉乾製品では，無加熱検体と同程度以上，すわなち31％oの率でA型株が検

出され注目される。揚げかまぼこおよび蒸しかまぼこ（外層）ではそれぞれ17％および11

％の検出率であり，ちくわでは3．8％の検出率にすぎなかった。　なお耐熱性株（1000，60

分）は揚げかまぼこおよび魚肉乾製品からそれぞれ1株ずつ分離された。

2．魚肉すり身におけるA型ウェルシュ菌の検出状況

　魚肉すり身の加熱（80。，20分）および無加熱検体からのA型ウェルシュ菌の，月別の検出

率をTable　6－2に示した。分離菌株はすべてA型であった。7～10月の検出率は無加熱

検体で平均42％，加熱検体で平均5．1％であった。気温の低下が目立った11月にはいずれ

からも検出されなかった。
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Table　6－2．　Detection　Rate　of　Cl．　perfringens　Type　A　in　Ground　Fish　Meat

　　　　　in　Each　Month

Specimens
Detection　rate，　％

Jul． Aug． Sept． Oct　． Nov．

Unheated

Heated
（sooc，　20min）

　53　’　35　50（16／30）　（14＊i／40）　（15／30）

　3．3　5　6．7（　1／30）　（　2＊i／40）　（　2／30）

　23
（　5／18）

　5．6
（，　1／18）

　o（　O／10）

　o（　O／10）

Jul　．　tvOct　．

　42
（50／118＊2）

　5．1
（　6／118＊2）

　Parenthesis　：　a　numerator　shows　numbers　of　Type　A　isolates，　and　a　denominator

shows　numbers　of　specimens
＊1　One　strain　out　of　the　isolates　was　heat－resistant　（1000C，　60　min）

＊2　Ground　fish　meat　without　vegetables：98　specimens，　ground　fish　meat　with

　　vegetables：20　specimens，　total：118　specimens

Table　6－3．　Detection　Rate　of　Cl．　perfringens　Type　A　in　the　Ground　Fish　Meat

　　　　　with　or　without　Vegeta61es

Samples

Without　vegetables

With　vegetables

Average

Detection　rate，　％

Unheated　specimens
Heated　（800C，　20　min）

　　speclmens

41　（40＊／98）

50　（10　／20）

6．1　（　6＊／98）

O　（O　／20）

42　（50／118） 5．1　（　6／118）

　Parenthesis　：　a　numerator　shows　numbers　of　isolates，　and　a　denominator　shows

numbers　of　specimens
＊　One　strain　out　of　the　isolates　was　heat－resistant　（1000C，　，60　min）

　なお、魚肉すり身を野菜混入すり身と無混入すり身とに区分した場合，両者におけるA

型ウェルシュ菌の検出率には大差はなかった（Table　6－3）。

　3．分離菌株のHobbs型の聖別

　魚肉ねり製品，魚肉乾製品および魚肉すり身からそれぞれ32株，15株および56株，計

103株のA型株を分離した。これら分離株についてHobbs型（1～13型）の型別を行なった

結果，14株（14％）がHobbs型に一致した。すなわち，1型2株，2型4株，4型2株，

5型3株，9，11および12型各1株が検出された（Table　6－4）。・試料別に見ると魚肉

ねり製品，魚肉すり身および魚肉乾製品のいずれからもHobbs型株が検出され，　また各

試料ともそれぞれ1株ずつ計3株が加熱（80Q，20分）検体から分離された。
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Table　6－4． Serological　Types　of　C9．　perfringens　H：obbs／Type　Strains　Isolated　from

the　Kamaboko　Products，　Ground　Fish　Meat　and　Dried　Fish　Products

Isolates Hobbs’　Types

12－am

10－dk

24－bm

14－im

10－dm

24－am

1
2
2
2
4
5

Samples Specimens

26－hm

20－om

25－cm

9－dm
28－ck

3－am

26－pk

18－bm

－
山
2
4
5
9
1
よ

　
　
　
　
　
一

r
O
9
臼

　
1

Kamaboko　products

　Mushikamaboko

　Agekamaboko

　Agekamaboko

　Chikuwa

　Agekamaboko

　Agekamaboko

Unheated

Heated＊

Unheated

Unheated

Unheated

Unheated

Ground　fish　meat

　　　1！

　　　1！

　　　！！

　　　1！

　　　！！

Unheated

Unheated

Unheated

Unheated

Heated＊

Unheated

Dried　fish　products

　　　ll

Heated＊

Unheated

＊　Heated　at　800C　for　20　min

　第2節ウェルシュ菌に起因する食中毒の予防

　ウェルシュ菌食中毒は，おもにA型の病原性ウェルシュ菌，　とくにHobbs型株耐熱性

株によって起こり，加熱食品が原因食品となっている。本節では，ウェルシュ菌食中毒の

予防方法の一助として，多数のHobbs型株に対する数種防腐剤の最小生育阻止濃度を測

定した。更に魚肉ねり製品および魚肉ソTセージを対象に，接種ウェルシュ菌（Hobbs型

株）の生育に対するフリルフラマイドの阻止効果および貯蔵温度の影響を検討した。

　1．Hobbs型ウェルシュ菌のフリルフラマイド，テトラサイクリンおよびタイロシンに

　　　対する感受性

　現在わが国で許可されている食品防腐剤のうちでウェルシ＝菌などめClostriaium属細

菌に有効なものは，フリルフラマイドのみにすぎないが，防腐剤に対する細菌の感受性は，

同一種でも菌株によっセかなり相違し，また試験培地によっても影響をうける。　ウェルシ

＝菌の多数菌株を対象として防腐剤の効果について試験した例は見当らないので，Hobbs

型45菌株（標準13株と魚貝類分離32株）に対する効果を，フリルフラマイドのほかにテ

トラサイクリンとタイロシソについて比較試験した。　また，グルコースと塩化ナトリウム

がこれら防腐剤の阻止効果におよぼす影響をも試験した。

実　験方’法

・1．供　試　菌　三

つぎのH：obbs型ウェルシュ菌45萬株を供試した。
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標準株：第5章一第2節に記述したHobbs型標準13菌株（1～13型）。

　魚貝類分離株：著者らが魚貝類の体表と消化管から分離したもので，　2型2株，3型1

株，4型8株，5型7株，6型1株，8型1株，9型7株，12型1株，および13型4株の

計32菌株。

2．供試防腐剤

　フリルフラマイド〔2一（2一フリル）一3一（5一ニトロー2一フリル）一アクリル酸アミド〕

（FF）……上野製薬製

　テトラサイクリン（TC）……日本レダリー此奴

　タイPシソ酒石酸塩（TT）……イーライ・リリー社製

　上記の防腐剤は100ppm水溶液を調製しておき，必要濃度に応じて精製水で希釈し，ミ

リポアフィルター（0．3μ）でろ過滅菌して試験用培地に添加した。

3．生育に対する最小阻止濃度の測定法

　供試菌はクックドミt一一一ト培地で37。，24時間培養後，その底部肉かすの少量をハートイ

ンフユージヨンプロス（Difco社製）に接種し，37。で24時間前培養した。この前培養液の

0．3mlずつを，防腐剤を種々の濃度に添加した試験培地10mlに接種した。各菌株に対す

る最小阻止濃度Minimal　Inhibitory　Concentration（MIC）の決定は37。で48時間培

養後に生育の有無を肉眼的に判定する方法によった。基本培地は，0．2％グルコース加ハー

トイソフユージョンプロス（pH　7．0）をおもに使用したが，別に比較培養のために牛肉お

よび魚肉（サバ，イシモチ）浸出液も使用した。　これら浸出液は，細切した牛肉あるいは

魚肉に2倍量の精製水を加え，15分間煮沸後にろ過し，　ろ液に精製水を加えて原容量にも

どし，pH　7．0に調整後，1210，15分間加圧滅菌して作製した。なお，供試菌の培養はす

べて嫌気ジャー（水素ガス充てん，Deoxo使用）で行なった。

実　験　結　果

1．Hobbs型標準株および魚貝類分離同型株の生育に対する，防腐剤の最小阻止濃度

a．試験培地の検討

　防腐剤の使用に際しては，食品組成が防腐剤の効果に影響することも考慮しておく必要

がある。この点を検するため，牛肉浸出液，魚肉浸出液（サバ…赤身魚肉，イシモチ…白

身魚肉）および0．2％グルコー一一・一ス加ハートインフユージョソプロスを用いて，魚体表面か

ら分離した菌株919（4型）について各防腐剤のMICを測定比較した結果を　Table　6－

5に示す。試験培地の相違によるMICの差は，　FFおよびTCではまったく認められず，

TTでもわずかに認められたにすぎなかった。従って，以後の実験では特記しない限り0．2

％グルコース加ハートインフユージョンプロスを用いてMICを測定した。
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Table　6－5．　Comparison　of　the　Minimal　lnhibitory　Concentration　（MIC）

　　　　　of　Furylfuramide，　Tetracycline　and　Tylosin　for　the　Growth　of

　　　　　C9，　perfringens　Hobbs／Type　Strain＊1　in　Four　Test　Media

Media　（pH　7．0）

Heart　infusion　broth　（Difco）　with　O．2％　glucose

Beef　infusion

Fish　infusion＊2 A

B

MIC＊3　（ppm）

＊4　FF TC TT

7．5

7．5

7．5

7．5

O，25

O．25

O．25

O．25

O．50

O．50

O．50

O．25

＊1　The　strain　919　isolated　from　fish　was　tested

＊2　A・・・…red－muscled　fish，　mackerel．　B・…．・white－muscled　fish，　white　croaker

＊3　Determined　after　being　incubated　at　370C　for　48　hours

＊4　FF・・・…furylfuramide　（2一（2－furyl）一3一（5一一nitro－2－furyl）一一acrylamide），

　　TC・・…ttetracycline，　TT・・・…tylosin　tartarate

b．標準株および魚貝類分離株の生育に対する，防腐剤の最小阻止濃度

　Hobbs型標準株および魚貝類分離同型株の生育に対する：F　F，　T　CおよびTTのMIC

をTable　6－6に示す。

　FFについて検討すると，標準株では13株中の約半数（平均6．7株，51％）のMICが

0．5PPmであり，その最高値は5．O　PPmであった。しかし，分離株ではMICが幾分高

く，MIC　2，5　PPmのものが最も多く32野中の33％oを占め，その最高値も7．5PPmであっ

た。

　FFの法定濃度におけるウェルシュ菌に対する生育阻止をMICから検討すると，魚肉

ねり製品に対する許可濃度2．5PPmでは，標準株13株中平均12株，すなわち92％が，分

離株32磁心平均23．1株，すなわち72％がそれぞれ生育を阻止された。また食肉ハム・ソ

ーセージに対する許可濃度5．O　ppmでは，全標準株および分離株の94％がそれぞれ生育

を阻止された。

　魚肉すり身中に添加したFFは加熱処理によって相当失活するといわれる86）。魚肉ねり

製品あるいは食肉ハム・ソーセージの加熱・製造においてもFFがある程度失活するとす

れば，許可濃度では，供試菌株によっては耐熱性胞子の発芽・増殖に対するFFの阻止効

果は多くは期待できないとも考えられる。

　魚肉ハム・ソー一一一・セt一一・・ジには，FF20　ppmの添加が許可されており，また加熱処理によ

るFFの失活は亜硝酸ナトリウムの添加によってかなり防止できる87）のでゴ魚肉ハム・ソ

ーセージの場合には，製造後におけるFFの残存率を50％e前後一少なくとも30％以上88）

一としても，供試菌株に対する生育阻止効果は多く期待できるであろう。

　TCについては，標準株では過半数（64％o）のMICが0．10　PPmと低く，その最高値

も1．O　PPmにとどまるのに比べ，分離株では大多数（74％）のMICが1．O　PPmで，

その最高値も2．5ppmとかなり高かった。

　また，TTのMICも，標準株では大部分（69％）が0．25あるいは0．50　PPmである

のに比べ，分離株では大多数（88％）が0．50あるいは1．O　ppmと幾分高かった。
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　　　Table　6－6．　MIC　of　FF，　TC　and　TT　for　the　Growth　of　CL．　perfringens　Hobbs／

　　　　　　　　　　　　　Standard　Strains　and　of　Cl．　perfringens　Hobbs／Type　Isolates　from　Fishes

Drugs Groups．　of　strains＊i．
MIC＊2

（ppm）

FF

TC

Hobbsノ．　standard

1

Isolates　from　fishes

Hobbsi　standard

O．50

1．0

2．5

5．0

7．5

O，50

1．0

2．5

5．0

7．5

O．10

1．0

2．5

Numbers　of　strains＊3

Exp．1　Exp．　II　．　Exp．　III　Average　％

TT

Q
O
噌
⊥
4
ゐ
0
0

7
6
9
臼
「
⊥
Q
J
O

F
O
ρ
0
2
0
0

6．7

3．0

2．3

1．O

o

4
⊥
0
0
8

F
O
9
創
－

8
0

4
占
8
2

　
　
1
7
‘
－

5
8
¶
⊥
F
O
Q
」

　
　
1

n
乙
O
Q
V
O
フ
ワ
臼

　
1

3．7

8．7

10．7’

7．0

2．0

2
7
‘
Q
U
2
ハ
0

1
n
∠
9
U
9
臼

21

－
↓
0

ワ
●
ρ
0
0

ρ
0
7
・
0

8．3

4．7

0

4
ハ
0
（
U

ρ
O
Q
U

Isolates　from　fishes

O．10

1．0

2．5

0
0
9
臼

　
9
臼
｛
■

O
F
O
7

　
2
3
ρ
O
D
O

　
2

1．0

23．7

7．3
3
4
3

　
7
・
2

Hobbs／standard

］

Isolates　from　fishes

O．10

0．25

0．50

1．0

O．10

0，25

0．50

1，0

3
4
5
¶
⊥

Q
U
4
F
O
－
占

Q
J
6
6
0
1
占

3．0

4．7

4．3

1．0

Q
」
ρ
0
3
8

9
臼
6
δ
り
0

ー
ム
n
δ
5
り
0

　
　
1
⊥
一
工

0
4
「
0
6
0

　
　
1
可
⊥

1
3
2
6

　
　
1
⊥
　
1
⊥

O．7

3．3

14．0

14．0

2
0
4
4

　
ー
ム
4
4
占

¶
⊥
　

2
3

＊
　

＊
＊

Strains　used：Hobbs／standard－13　sttains，　and　Hobbs’Type　isolates　from

fishes－32　strains

Test　medium　：　heart　infuslon　broth　with　O．2％　glucose

Strains　which　were　inhibited　at　a　given　minimal　concentration
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　このように，FFの場合と同様に，　TC，　TTのMICが，標準株よりも分離株におい

て高い傾向を示したことは注目すべきことである。なお，供試菌株の血清型とF’F，TC

およびTTのMICとの間には関連性は認められなかった。

　2・塩化ナトリウムおよびグルコースの添加によるFF・TCおよびTTのMICのi奪化

　食塩および糖類は調味料として繁用されるので，塩化ナトリウムあるいはグルコースの

添加濃度が供試防腐剤のMICにおよぼす影響を試験した。

　供試菌株はFFに抵抗性の強い魚体表面から分離した2菌株（822…9型，919…4型），

およびFFに抵抗1生は弱いが耐熱性が強い標準株8238（2型）の3菌株とした。

　a．塩化ナトリウムの添加によるMICの減少

　供試菌株の生育は3％塩化ナトリウム添加で抑制され，　6％塩化ナトリウム添加で阻止

Table　6－7．　Effect　of　Sodium　Chloride　Concentration　on　the　Growth　of

　　　　　Cl．．pθる斤痂8rεπ5　Hobbs／Type　Strains

Strains

Isolates　from　fishes

Hobbsi　standard

822　（Type　9）

919　（Type　4）

8238　（Type　2）

NaCl　％

O．5 1．5 3．0 4．5 6．0

＊惜

冊

十
目
廿
十

十
十
±

＊Symbols：degree　of　growth　after　48　hours　at　370C，冊＝abundant，朴・＝moderate・

　十＝＝　scant，土＝trace，一・一一　＝・no　growth．　Basal　medium：heart　infusion　broth　with

　O．2％　glucose

Table　6－8．一　Changes　in　the　MIC　of　FF，　TC　and　TT　for　the　Growth　of　Cl．　perfringens

　　　　　Hobbs’　Type　Strains　by　Adding　Sodium　Chloride　or　Glucose

Drugs

FF

TC

TT

Strains

822

919

8238

822

919

8238

822

919

8238

MIC　（ppm）

＊i．　一A．Addit！’O－n．．gf　NaC－1

　0．5タ6　　　　　1．5タ6　　　　　　3．0タ6

7．5　7．5

7．5　5．0
1．0　f｛；；O．50

　2．5

　2．5

：；1O．50

O．25

0．25

0．25

O．25

0，25

0．25

O．25

0．25

0．25

O．50

0．50

0．50

O．50

0．50

0．50

O．25

0．25

0．25

＊2．A．AdditipnL　Ao．f　glucQsq

　　　　O．2％　1．0％　o％

7．5

7．5

1．0

7．5

7．5

1．0

15．0

7．5

2．5

O．25

0．25

0．25

O．25，

0．25

0．25

O．25

0．25

0．25

52
●
0

52
0
0

52
0
0

O．50

0．50

0・．50

O．50

0．50

0．50

Basal　media　：　heart　infusion　broth・・・…＊1　with　O．2　％　glucose，　＊2　with　O．5　％　NaCl
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された（Table　6－7）。0．5，1．5あるいは3．O％o　ifi化ナトリウムを添加した培地で供試防

腐剤のMICを測定した結果をTable　6－8に示す。すなわち，3．O％塩化ナトリウム添加

培地では対照培地（0．5％塩化ナトリウム添加）に比べて，FFとTTのMICが1／3～1／2

に減少したが，このMIC減少は塩化ナトリウム濃度の増加により供試菌株の生育が抑制

されるためであろう。　しかし，TCのMICは3％塩化ナトリウム添加によって変化しな

かった。

　b．グル：コース添加によるMICの増加

　グルコース添加培地および同無添加培地における供試防腐剤のMICをTable　6－8に

示す。

　TTのMICは0．2および1．0％グルコースの添加によって無添加の場合の2倍に増加

した。これはグルコース添加により供試菌株の生育がおう盛になり，また生育の開始と共

に培地のpHが低下しTTの抗菌力が弱くなる89）ためであろう。

　FFのMICは，供試3菌株のうち2菌株（822と8238）では，1・0％グルコースの添

加によって2～2．5倍に増加した。この理由はグルコースの添加で生育がおう盛になり，ま

た供試菌株がFFを分解するgo）ためとも考えられる。他の1菌株（919）ではグルコt・一一ス

添加によるMICの増加は認められなかった。

　TCのMICはグルコース添加によってまったく変化しなかった。　この傾向は，試験培

地の相違によるMICの差が，クロルテトラサイクリソではFFやタイロシン乳酸塩に比

べて小さいという河端らの報告go）と一致する。

　皿．魚肉ねり製品あるいは魚肉ソーセージに接種したHobbs型標準株の生育に対する，

　　　フリルフラマイドの阻止効果および貯蔵温度の影響

　1では多数のHobbs型株について生育に対するフリルフラマイド（FF）の最小阻止濃

度を測定した。本項ではH：obbs型標準株を実際にケーシングかまぼこ，魚肉ソーセージ

あるいは揚げかまぼこに製造あるいは調理時に接種し，貯蔵中における接種菌の生育に対

するFFの阻止効果，および貯蔵温度の影響を試験した。

　実　験　方　法

　1．接種用ウェルシュ菌懸濁液の調製

　第5章一第2節に記述したHobbs型標準13株（1～13型）のうちで耐熱性の最も強い菌

株8238（2型）を供試した。同菌株のクックドミート48時間培養液1しから遠心分離した

菌体を滅菌1％可溶性デンプン溶液10mlに懸濁させた。この濃厚菌液を凍結乾燥後密封

して5。に貯蔵し，必要に応じ滅菌水10mlを加え再度懸濁させて使用した。

　2．フリルフラマイド（：FF）の添加法

　FF（上野製薬製）を0．4％濃度にジメチルホルムアミドに溶解し，　これを所定の濃度

に試料に添加混合した。

　3．試験用ケーシングかまぼこおよび魚肉ソーセージの製造

　i）ケーシングかまぼこ：長崎市内の某かまぼこ店から入手したすり身にショ糖1．O％eを

添加混合した。これに1kg当たり10mlの接種用ウェルシュ菌懸濁液を添加混合し，次に
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FFを所定濃度に加え再度混合した。折径3．5cmの塩化ビニリデンフィルムに充てんし，

75。の凍害中に50分間浸漬加熱後，水道水で急冷した。なお，試験かまぼこの基本組成を

示すとTable　6－9のようである。

　ii）魚肉ソーセージ：試験魚肉ソーセージの基本組成はTable　6－9のようである。　ア

ジのひき肉に所定濃度の塩化ナトリウム，L一アスコルビン酸ナトリウムおよび亜硝酸ナト

リウムを添加混合後，5～10。に24時間放置塩漬した。つぎにデンプン，ラード，ショ糖お

よびくん液を所定量添加混合した。これに1kg当たり10mlの接種用ウェルシュ菌懸濁液

を添加混合後，FFを所定の濃度に加え再度混合した。折径3．5cmの塩化ビニリデンフィ

ルムに充てんし，80。の湯溶中に50分間浸漬加熱後，水道水で急冷した。

Table　6－9．　Composition　of　Cased　Kamaboko　and　Fish　Sausage

Ingredients

Minced　fish　meat

　　（horse　mackerel）

Ground　fish　rneat

　　（frozen　alaska　pollack）

　　（lizard　fish）

　（white　croaker）

　　（bigeyed　tuna）

Egg　albumen

Sodium　chloride

Sodium　ascorbate

Sodium　nitrite

Starch

Sucrose

Sodium　glutamate

Lard

Pyroligneous　liquor
　　（for　liquid　smoke）

Cased　kamaboko Fish　sausage

一％

45

15

7．5

7．5

13

84％

3．0 2，0

0．03

0．02

6．5

1．0

1．5

6．4

1．3

6．O

O．25

4．　ウェルシュ菌数の測定法

　試料49に希釈水16mlを加え2，000　RPM，5分間ホモゲナイズした。これを原液とし

て10倍希釈し，各希釈段階につき3本ずつのLAS培地に接種した。嫌気ジャー　（水素ガ

ス充てん，Deoxo使用）中で46。，48時間培養後に，ガスを産生し培地を黒変したものを

ウェルシュ菌陽性とした。菌数の算定は最確数表によった。　なお，希釈水の組成を次に示

す。

　希釈水：1．0％ポリペプトン水（pH　7．0，121Q　15分加圧滅菌）8．9m1にろ過滅菌した10

％eL一アスコルビソ酸ナトリウム溶液0．1mlを使用直前に添加した。
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実　験　結　果

　1．ケーシングかまぼこに接種したHobbs型標準株の生育に対する：FFの阻止効果

　　　および貯蔵温度の影響

　Hobbs型標準株8238を接種して製造したFF添加ケーーシングかまぼこを5。，20。およ

び300に放置し，所定の日数ごとにウェルシ＝菌の生菌数を測定した結果をTable　6　一10

に示す。FF　2．5，5および20PPm添加の場合は，30。では6日あるいは13日後に，20。

では13日後にガスの発生を認めたが，ウェルシュ菌数の増加は5。の場合と同様に認めら

れなかった。FF無添加の場合は，30。では2日後にガスが発生し，1．2×107／9以上のウ

ェルシェ菌数となった。20。でも8日後にはガスが発生し，1．3×105／gのウェルシュ工数

を示した。5。ではウェルシ＝菌数の増加はないが24日後でも同菌が残存した。

Table　6－10．　lnhibitory　Effect　of　FF　and　lnfluence　of　Storage　Temperatures

　　　　　on　Growth　of　Hobbs／　Standard　Strain　8238　lnoculated　into　Cased・

　　　　　Kamaboko＊3

Storage　FF
temp．　conc．
（oc）　（ppm）

　　　0
　　　2．55

　　　5
　　．　20

20

0

2．5

5

20

30

0

2．5

5

20

30 O（ct＊2）

Viable　count　of　Cl．　perfringens／g

o 2
Storage　days
6　　　　　　8 13 24

1．2×102　　　　1．2＞く10　　　　　2．1×10　　　　　1．2×10

1．2×10　1＞

　1＞　1＞
　1＞　1＞

1＞　3．6
1＞　1＞
1＞　1＞

〉
〉
〉
＞

ー
ユ
ー
⊥

－
↓
－
⊥

1．2×10

　1＞

　1＞

　1＞

4．5

1＞

1＞

1＞

2．1×103　1．3×105＊1　3．6×102

　1＞　1＞　1＞＊i
　1＞　1＞　1＞＊i
　1＞　1＞　1＞＊1

1．2×107＊1　2．5×105

　1＞　1＞＊1
　1＞　1＞＊1
　1＞　1＞ 1＞

4．6×　102

　1〉＊1

1＞ 1＞ 1＞＊1

＊1　Gas　production　was　observed

＊2　Uninoculated　with　the　strain　8238

＊3　Process：immersed　for　55　min　at　750C　in　a　hot　bath

　2．魚肉ソーセージに接種したHol）bs型標準株の生育に対する：F：Fの阻止効果および

　　　貯蔵温度の影響

　：Hobbs型標準株8238を接種して製造したFF添加魚肉ソーセージを5。，20。および30。

に放置し，所定の日数ごとにウェルシュ菌の生菌数を測定した結果をTable　6－11に示し

た。FF20ppm添加の場合は各貯蔵温度で27日間放置してもウェルシュ菌数の増加もガ

ス発生も認められなかった。FF無添加の場合は30。，2日後にガスが発生し1．2×107／9

以上のウェルシュ菌数となった。20。では27日後にガス発生を認めたがウェルシュ菌数の

増加は5。の場合と同様に認められなかった。
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Table　6－11．　lnhibitory　Effect　of　FF　and　lnfluence　of　Storage　Temperatures

　　　　　　　　　　　on　Growth　of　Hobbs’　Standard　Strain　8238　lnoculated　into　Fish

　　　　　　　　　　　Sausage＊3

Storage
temp　．

（oC）

FF
conc．
（ppm）

5

0
0

　
2

20

0
0

　
2

30

0
0

　
2

30 O（ct＊2）

Viable　count　of　Ce．　perfrin．pens／g

o 2
Storage　days

　6　10 16 27

4．6

1＞

〉
＞

－
⊥
　
－
⊥

〉
＞

1
⊥
　
－
⊥

2．1

1＞

4．5

1＞

4．5

1＞

4．6

1＞

〉
＞

－
⊥
　
－

1．8

1＞

〉
〉

可
⊥
　
－

4．5＊1

1＞

1．2×107＊1

　　1＞ 1＞

4．4×　103

　1＞ 1＞ 1＞

1＞ 1＞ 1＞＊1

1
2
3

＊
＊
＊

Gas　production　waS　observed

Uninoculated　with　the　strain　8238

Proce＄s：immersed　for　55　min　at　800C　in　a　hot　bath

3．揚げかまぼこに2次的に接種したHobbs型標準株の生育に対する貯蔵温度の影響
　　　　1

　　揚げかまぼこ（厚さ1．2cm）を2cm四方に切り，これらを2組に分けた。1組はHobbs

型標準株8238を懸、濁させた生理食塩水（滅菌生理食塩水1しに接種用ウェルシュ菌懸濁液

10m1を添加）中で10分間煮沸加熱してから滅菌シャーレに1片ずつ採取した。他の1組は

Table　6－12． Influence　of　Storage　Temperatures　on　Growth　of　Hobbs’　Standard

Strain　8238　lnoculated　Secondarily　into　Agekamaboko

Storage
temp　，

（oC）

Groups＊2
　　0f

samples

5 a
、
D

20 a
、
D

Viable　cgunt　of　Ce．　perfringens／g

o 1
Storage　days
　2　　　　　　3 4 6

4．5

1＞

1＞

1＞

〉
＞

－
よ
　
一
↓

＞
＞

－
⊥
　
－
⊥

4．5

1＞

〉
＞

1
⊥
　
1
⊥

1＞＊1

1＞＊エ

30 a
b
㏄

1＞

＞1　．2　×　107

＞1　，2　×　107

　　　1＞

6．0×105

5．5×106

　　1＞

　1．1×106

＞1　，2　×　107

　一＊1

　一＊1

1＞＊1

－
↓
9
御

＊
＊

Slimy　growth　of　microorganisms　was　observed　on　the　out－side　of　the　samples

a　：　lnoculated　with　the　strain　8238　before　cooking　（boiled　for　10　min）

b：Inoculated　with　the　strain　after　the　cooking

ct　：　Uninoculated　with　the　strain
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滅菌生理食塩水中で10分間煮沸加熱した後，滅菌シャーレに同様に採取し，ウェルシュ菌

懸濁生理食塩水1滴を滴下接種した。一部は菌を接種せず対照とした。これらの試料を5。，

20。および30。に放置し，所定日数ごとにウェルシュ菌の生菌数を測定した結果をTable

6　一12に示した。煮沸前接種も煮沸後接種とほとんど同じ結果であった。すなわち，30。

では1日後に1．2×107／9以上のウェルシュ加数に達した。これはウェルシ＝菌の生育に必

要な嫌気度が比較的ゆるやか6）であり，30。では特別に嫌気的に処理しなくても，揚げかま

ぼこ切片の底部あるいは亀裂部分などでは，同菌の生育に必要な嫌気的条件が容易に得ら

れるためであろう。20。では6日後にネトの発生を見たがウェルシュ整数の増加は5。の場

合と同様に認められなかった。

考 察

　魚肉すり身，魚肉ねり製品および魚肉乾製品から，無加熱検体のときそれぞれ平均42％a，

27％以下および29％の率で，また，加熱（80。，20分）検体のときそれぞれ平均5．1％，17

％以下および31％の率でA型ウェルシュ菌が検出され，分離103株のうち14株（14％）が

Hobbs型に一致した。また，前章で述べたように，生鮮魚貝類からもA型ウェルシュ菌が

高率に検出され，分離198株のうち32株（16％o）がHobbs型に一致した。一方，1965～

1969年の統計91－95）によると，わが国での食中毒発生件数のうち36．1～46．4％は原因物質

が不明である。更に，本菌による食中毒の検査術式は繁雑で，まだどこの検査室でも行な

えるほど一般化していない6）こと，また本菌による食中毒は一般に軽く届け出されない場

合も考えられる96）ことなどを合わせ考えると，本菌による食中毒はわが国においてももっ

と多いと考えられる。

　Hobbs型標準株8238を接種して製造したケーシングかまぼこおよび魚肉ソr一セージの場

合，30。，2日の貯蔵で1．2×107／9以上のウェルシュ隣邸に達した。また，揚げかまぼこ

に調理（煮沸）前あるいは後に2次的に標準株8238を接種した場合，揚げかまぼこを1吟

ずつ嫌気的処理を行なわずに放置したときでさえも，20Qではウェルシュ菌の生育は認めら

れなかったが，30。においては1日後に1．2×107／g以上のウェルシ＝画数に達した。他方，

ウェルシュ菌を調理・加工直前に接種した鳥獣肉調理・加工食品の場合も，接種ウェルシ

ュ菌が23～37。では急速に，12～15。では薄々に増殖することが報告97”99）されている。従

って，本菌による食中毒を防止するためには調理・加工後は速やかに冷却して10。以下に冷

蔵するか，60。以上の温度で熱蔵するかして本菌の増殖を阻止する必要がある。標準株8238

を接種したケーシングかまぼこあるいは魚肉ソーーセージを5。に貯蔵した場合，24日あるい

は27日後においても接種ウェルシュ菌は生残した。従って，一旦冷蔵したものでも室温に

長く放置しないように注意する必要がある。なお，食品中でウェルシュ菌が増殖しても一一

般に耐熱性はなく，耐熱性があっても第4章で明らかにしたように耐熱性胞子はごく少数

しか存在しない。従って，摂取直前に再度加熱処理すれば本菌による食中毒の予防に役立

っであろう。

　ケーシングかまぼこおよび魚肉ソーセージにFFをそれぞれの許可濃度，すなわち2．5

PPmおよび20PPmずつ添加した場合，接種ウェルシュ菌（標準株8238）は30。において

もその生育を阻止された。しかし，魚貝類分離Hobbs型株の中には，耐熱性は示さなかっ

たけれども，FFのMICが7．5ppmの菌株も存在したので，かまぼこにおける許可濃度，

すなわち2．5ppmのFF添加では本食中毒に対する十分な予防効果は期待できないと考え
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られる。 従って,調 理 ・加工時あるいはその前後におけるウェルシュ菌による汚染の防止

にも留意せねばならない。

要 約

魚 肉ね り製品,魚 肉乾製 品および魚 肉す り身か らウェル シュ菌 の検 出を試 み,分 離菌株

の毒素産生型 ならび にHbbs型(1～13型)の 型別 を行 なった。他方,多 数のHobbs型 株

に対す るフ リルフラマイ ド(FF),テ トラサイ ク リン(TC)お よび タイ ロシン(TT)

の 最 小生育阻止濃度(MIC)を 測 定 した。 同時に魚肉ね り製品お よび魚 肉 ソーセージを対

象に接種菌(Hobbs型 株)の 生育 に対 す るFFの 阻 止効果あ るいは貯蔵温度 の影響 を試験

した。

1)揚 げ か まぼ こ,ち くわ お よび蒸 しか まぼ こ(7月)か らウェル シュ菌 の検 出率 は無

加熱 検体の とき11～27%,加 熱(80°,20分)検 体の とき3.8～17%で あ った。魚肉乾製品

(7月)の 場合は無加熱検体 で27%,加 熱 検体で31%で あ った。 魚肉す り身(7～10月)

の場合 は無加熱検体 で平均42%,加 熱 検体で平均5.1%で あ った。分離 ウェル シュ菌103株

(辺 野喜 の基 準)は すべ てA型 であ った。そ の うち14株(14%)がHobbs型 に 一致 し,1,

2,4,5,9,11お よ び12型-菌 株が検出 された。

2)Hobbs型 標 準株(13株)お よび魚貝類分離Hobbs型 株(32株)の 生育に対す るFF,

TCお よ びTTのMICは そ れぞれ7.5PPm以 下,2.5PPm以 下 お よび1.OPPm以 下

であ った。 これ ら防腐剤 のMICは 標 準株 よりも魚 貝類分離株 において高い傾 向が認め ら

れた。FFお よびTTのMICは3%塩 化 ナ トリウム添加 で減 少 したが,0.2あ る いは1.0

%グ ル コース添加 では菌株 に よって増加 した。TCのMICは これ ら添加物に よって変化

しなか った。

3)Hobbs型 標 準株8238を 接 種 してケー シングか まぼ こお よび魚肉 ソーセ ージを製造

した場合,FF無 添 加 ケー シン グか まぼ こでは30°,2日 で1.2×107/g以 上,20°,8日

で1.3×105/gの ウ ェル シュ菌 数に達 した。5° 貯蔵 では ウェル シュ菌 数の増加はないが24

日後 も生残 した。FF無 添 加魚肉 ソーセ ージの場合 も30°,2日 で1.2×107/g以 上 の ウェ

ル シュ薗 数に達 した。FF2.5ppm以 上 添加 ケー シングか まぼ こお よびFF20ppm添

加 魚肉 ソーセージは30° に おいて も接種菌 の生育 を許 さなか った。標 準株8238を 揚 げか

まぼ こに調理(煮 沸)前 あるいは後に2次 的に接種 してか ら,揚 げか まぼ こを シヤ ーレに

1片 ずつ採取 し嫌気 的処理 を行わずに放置 した場合,30° で は1日 後に1.2×107/g以 上 の

ウェル シュ菌数 に達 した。5° お よび20° で は接 種菌 の生育 は認め られなか った。

第7章 水産食品に対するウェルシュ菌の新検査方式

第2章 および第6章 において,LAS培 地を用いて魚貝類および魚肉加工食品か らウェル

シュ菌の検出を試みた。 その場合,レ シチナーゼ陽性の乳糖から酸を産生する菌株がすべ

てのLAS陽 性培養から分離された。また,こ れら分離細菌327株 の中で301株(92%)が

BE基 準に一致した。BE基 準に一致しなかった26株 は,鉄 ミルク培地試験あるいはショ

糖分解試験のみがBE基 準に相違し,他 の試験事項はすべてBE基 準に一致 した(Table

7-1)。 これらの結果か ら,LAS培 地(46° 培養)を 使用した場合の水産食品のウェルシ

ュ菌の検査法としてFig・7-1に 示した新検査方式が提案される。すなわち,LAS陽 性

培養をもってウェルシュ菌の推定試験陽性 とし,LAS陽 性培養から卵黄加CW寒 天平板培



56

Table　7－1．
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Agreement　of　Egg　Yolk－CW　Agar　Positive＊2　Strains　lsolated　from

LAS－Positive　Cultures　with　Benoki／s　Criterion

Groups　of

isolates

Disagreement
with
B・enoki／s

Criterion

Agreernent　with
Benoki　is
Criterion

Properties　which　were
in　disagreement　with
Benoki／s　Criterion

Iron　milk　（Stormy
fermentation），　negative

Sucrose　fermentation，
negative

　　　　　　　Total

Numbres　of　isolates

Groups　of　specimens

Fishes Processed　fish
　　　products 1

Tota1

10

8

15＊1

10

1

11

198 103

26＊i（8％）

301　（92％）

＊1　Three　strains　out　of　15　or　26　strains　were　lron－milk　negative，

　　　sucrose－fermentation　negative

＊2　lsolated　from　every　one　of　LAS－positive　cultures

and　also　were

Presumptive
test

LAS　medium，　460C，　24一一48hr一一culture

（Air－tight　stopper　or　paraffin　cover　methods）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　PoEitive　Negative
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Blackening　and　gas）

＿　　　＿　　　一　　一　　　＿　　　一　　　＿　　　一　　　一　　　脚　　　　一　　　一　　　＿　　　一　　　一　　　r　　　一　　　一　　　噛　　　一　　一　　　　　　　　　　　一　　　一　　一　　　一　　　一　　　一　　輯　　　一　　　一　　　一　　　h　　　眉　　　一　　　一　　　喝　　一　　　一　　　鴨　　顛　　　一　　一　　　憎　　　一　　　一　　　一　　噛　　　儒　　　　働　　　一　　　輌　　　一　　　一　　　一

’Confirmative
test

Egg－yolk　CWagar（lactose　agar）　medium　plate，

370　C，　24hr－culture

（Anaer6bie　jar　method）

　　Positive　　　　　　　　　　　　　　　Negative
　　　　　ロ

（Lecithinase　positive　and　acid　from　lactose）
　　　　寸

Pure　culture
Cooked　meat　medium，　30“一一370C　culture

（Air－tight　stopper　or　paraffin　cover　methods）

＿　　脚　　＿　噸膚　　一　輪　　　一　　　一　　繭　　　一　　一　　　一　　　噛　　　一　　一　　　一　　　一　　　鳴　　　一　　一　　繭　　　o　　一　　一　　一　　一　　脚　　一　　閣　　一　　哨　　脚　　鴨　　一　　鞠　　禰　一　　一　需　　一　　脚　　一 一　　”　　　一　　　一　　　鴨　　簡　　　一　　　一　　　一　　　　一　　一　　　騨　　軸　　一　　　一　　一　　　一　　一　　一　　一　　一　　輌

Character－tests　for　isolates

“
Complete
test

Aerobic　culture No　growth

SPgrU）a．htign一　teSt　．．　一一一一一一一一一一　Positive

with　AGACo　rn’edium

Motility　test　一一一一一一”一一’一””　Negative

fron　milk　medium　一一　一　一．　一一　一一　一　．．　．．　一　Vigorously　ferment，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Clot　not　digest’

Sucrose　medium　・一　’‘　一一　’”　一　’一　d’一’　一　Acid　’and　gas

F．ig．　7－1．　A　Scheme　for　Detection　of　Ce．　perfriregens　in　Sea－Foods　by　Using　the　LAS　Medium
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地を用いて乳糖分解性のレシチナーゼ陽性株が分離 されれば確定試験陽性 とする。 その分

離株が分類学的にウェルシュ菌同定の基本事項であるところの偏性嫌気性,胞 子形成陽性

(AGACo培 地使用)お よび非運動性 の3条 件を満足し,更 に鉄 ミル ク培地試験およびショ

糖分解試験において陽性であれば,ウ ェルシュ菌が完全に確認された(完 全試験陽性)と

判定する。なお,ウ ェル シュ菌の生菌数測定37,100)に 際し,LAS陽 性をウェルシュ菌の

推定試験陽性とし,最 確数で算定すれば,LAS培 地(46° 培養)に よるウェルシュ菌の定

量的測定も十分に可能である。

要 約

LAS培 地を用いて,魚 貝類および魚肉加工食品から分離した菌株の辺野喜の基準に対す

る一致性を検討した。 その結果,Fig.7-1に 示 したところのLAS培 地の使用による水

産食品におけるウェルシュ菌の新検査方式を提案した。

第8章 総 括

ウェルシュ菌は,ヒ トや動物の腸管内に常在 し,ま た下水や土 じよう中にも分布するの

で,本 菌による食品の汚染も広い範囲に及ぶと考えられる。 ウェルシュ菌による食中毒は

病原性ウェルシュ菌,主 としてA型 の耐熱性株(Hobbs型 株)に 原因するとされている。

本菌による食中毒は,英 国などではおもに食肉の調理 ・加工食品がその原因食品になって

いるが,わ が国では魚貝類の調理 ・加工食品が原因食品の約半数を占めている。 魚肉の調

理 ・加工食品の主原料である生鮮魚貝類からのウェルシェ菌の 検出は中川らおよび 善養寺

によってなされているにすぎない。また,分 離 ウェルシュ菌の毒素産生型,Hobbs型 およ

びその他の特性についてはほとんど明らかにされていない。 従って,本 論文では,1966年

6月 か ら同年の10月 にわたって生鮮魚貝類からウェルシュ菌の検出を試み,本 菌による汚

染状況を明らかに した。同時に,分 離菌株について毒素産生型およびHobbs型 を型別 し,

更に分離菌株の耐熱性および生化学的諸性質についても試験検討 した。 研究に当たっては

先ずウェルシュ菌の増菌 ・鑑別新培地 を作成 してウェルシュ菌の検出を容易かつ確実にす

る一方,胞 子形成のための新培地の作成によって分離菌株のウェルシュ菌としての同定を

容易かつ確実に した。また,Hobbs型 株における耐熱性および非耐熱性胞子の形成を明ら

かに し,更 に胞子を同調的に形成させて,胞 子の休眠状態を観察 した。 他方,魚 肉加工食

品および魚肉す り身からウェルシュ菌の検出も行なった。また,多 数のHobbs型 株にっい

て,フ リルフラマイ ド(FF),テ トラサイクリン(TC)お よびタイロシン(TT)の 最

小生育阻止濃度(MIC)を 測定 した。更に,魚 肉ね り製品および魚肉ソーセージを対象に

接種ウェルシュ菌(Hobbs型 株)の 生育に対するFFの 阻止効果および貯蔵温度の影響も

試験した。以下にその概要を記述する。

1)ウ ェルシュ菌を選択的に増菌培養するために,同 菌定量用の トリプ トン・亜硫酸塩 ・

ネオマイシン培地(TSN寒 天培地)に 対 し,次 の改変,す なわち乳糖 とL一 アスコルビ

ソ酸ナ トリウムの添加および寒天濃度の減少を行ない,新 増菌 ・鑑別培地(LAS培 地)を

作成 した。LAS培 地は ウェルシュ菌の増菌 と同時に鑑別にも適し,TSN寒 天培地による

鑑別よりもす ぐれていた。 魚貝類の体表あるいは消化管検体を接種し,増 菌培養して得た

213例 のLAS陽 性(ウ ェルシュ菌鑑別一陽性)培 養からウェルシュ菌が分離確認された比

率は,辺 野喜,Bergey(検 索表)お よびStrongら の各同定基準によった場合,そ れぞれ
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93％，83％o，67％の高率であった。またウェルシュ菌に対するLAS培養の選択性は，辺

野喜の基準によったときには，加熱検体の場合も無加熱検体の場合とほぼ同様であった。

　2）胞子形成のために，Ellner培地に対し次の改変，すなわち酢酸アンモニウムと：L一

アスコルビン酸ナトリウムの添加，デンプンの代わりに1％グリセリンの添加，燐酸塩濃

度の減少およびコ・ミルトイオソの添加を行ない，新胞子形成培地（AGACo培地）を作成

した。AGACo培地の使用によって，　Hobbs型標準株および毒素産生型に関係なく，すべ

ての供試菌230株に対して胞子を形成させ，各供試菌の胞子形成率は40～80％o以上であっ

た。しかし，AGACo培地によって形成された胞子は，休眠状態を持続せず，その染色性

の変化から，培養期巽中に徐々に発芽段階へ進行するものと想像された。　また，AGA培

地で形成されたHobbs型標準株（13株）胞子の耐熱性は弱く不安定であり，耐熱性胞子

形成培地としては，クックドミt・一・一・ト培地に劣るようであった。

　3）Hobbs型ウェルシュ菌8238（2型）は耐熱性株であるにもかかわらずAGA，　LGA

およびクックドミート培地のいずれの培養でも，形成された胞子の大多数は非耐熱性（80。，

20分越であり，ごく少数が耐熱性であるにすぎなかった。その理由を明らかにするため，

種々検討し，AGACo培地を改変して作成したLGA培地により同調的に培養した場合，

非耐熱性胞子はほとんど休眠せず，形成段階から速やかに発芽段階へ移行した。非耐熱性

胞子の形成段階から発芽段階への移行は低温度（3。）培養，好気的条件によって遅延され

た。高濃度（10％）塩化ナトリウムは形成過程を遅延させ，低濃度（0．95％）塩化カルシ

ウムは形成および発芽過程を遅延させた。なお，Hobbs型株を含めたウェルシュ菌一般の

胞子をAGACo培養を用いて観察した前述の結果と合わせ考えて，おそらくウェルシ＝菌

の胞子は比較的活性化された状態に留まり，耐久型としての性質は一般にかなり低いので

はないかと想像された。

　4）魚貝類から分離したウェルシュ菌198株（辺野喜の基準）はすべてA型であった。体

表の無加熱検体から6～9月にわたって高率（68～88％）にウェルシュ菌が検出されたが，

気温・水温が低下する10月には検出されなかった。消化管からの検出は一部の魚種を除い

て散発的であった。検体を加熱処理（80。，20分）することによって検出率は低下したが，

耐熱性（100。，60分）株が選択的に分離された。　また，加熱検体から分離した菌株，とく

に耐熱性分離株の多くはStrongらの基準（S基準）に一一致しなかった。

　分離ウェルシュ菌198株のうち，32株（16％）がHobbs型に一致し，　Hobbsの2，3，

4，5，6，8，9，12および13型一菌株が検出された。加熱検体から分離されたHobbs

型株では，11株中の6株が耐熱性を示した。このように耐熱性のHobbs型株が検出され

たことは注目すべきである。無加熱検体からHobbs型株が低率ではあるけれども6～9月

にわたって検出された。しかし，検出されたHobbs型21株はいずれも耐熱性を示さなか

った。他方，耐熱性株でも分離後の培養菌体は必ずしも耐熱性を示すとは限らないといわ

れ，　また，最近は非耐熱性株による調理加熱後の2次汚染に起因する食中毒も報告されて

いるので，無加熱検体に関する上記の事実は食品衛生上から無視できない。

　分離ウェルシ菌198株の約1／4（48株）がサリシン発酵陽性であった。耐熱性株では分

離15株のうち11株がサリシン発酵陽性であった。また，同発酵陽性株の検出率は加熱検体

分離株中で65％で比較的高かった。しかし，無加熱検体分離書中では16％にすぎなかった。

サリシン発酵陽性分離株のHobbs型に対する一致率は25％にすぎなかったけれども，同

発酵陰性分離株のそれ（13％）に比べると高かった。すなわち，サリシン発酵陽性株は陰
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孫株よりもHobbs型に対する一致率が高く，しかも耐熱性である傾向を示した。一方，　S

基準ではサリツンの発酵は陰性と規定されている。従って，食中毒を対象とする魚貝類に

おけるウェルシュ菌の検査に当たっては，S基準による同定は不適当であり，また，非S

基準株のうちサリシン発酵陽性株は特に重視されねばならないと考えられる。なお，Hobbs

の各抗原型とサリシン発酵能との関連は認められなかった。

　5）揚げかまぼこ，ちくわおよび蒸しかまぼこ（7月）からのウェルシュ菌の検出率は，

無加熱検体のとき11～27％，加熱（80。，20分）検体のとき3．8～17％であった。魚肉乾

製品（7月）の場合は無加熱検体で27％，加熱検体で31％であった。魚肉すり身（7～10

月）の場合は無加熱検体で平均42％o，加熱検体で平均5．1％であった。分離ウェルシュ菌

103株（辺野喜の基準）はすべてA型であった。そのうち14株（14％）がHobbs型に一致

し，1，2，4，5，9，11および12型一菌株が検出された。

　Hobbs型標準株（13株）および魚貝類から分離されたHobbs型株（32株）の生育に対す

るFF，’r　CおよびTTのMICは，それぞれ7．5　PPm以下，2．5　PPm以下および1．O

ppm以下であった。これら防腐剤のMICは標準株よりも魚貝類からの分離株において高

い傾向が認められた。　FFの法定濃度との関係を検討すると，魚肉ねり製品に対する許可

濃度2．5ppmでは標準株の92％，分離株の72％がそれぞれ生育を阻止された。食肉ハム

・ソーセージに対する許可濃度5．O　ppmでは全標準株および分離株の94％が生育を阻止

された。魚肉ハム・ソーセージには20ppmの添加が許可されており，製造後における

FFの残存率を50％前後一少なくとも30％以上としても，供試した菌株に対する生育阻

止効果は期待できるであろう。なお，FFおよびTTのMICは3％塩化ナトリウム添加

で減少したが，0．2あるいは1・0％グルコース添加では菌株によっては増加した。　Tqの

MICはこれら添加物によって影響されなかった。

　H：obbs型標準株8238を接種してケーシングかまぼこおよび魚肉ソーセージを製造した

場合，製造後も耐熱性胞子は生残した。FF無添加ケーシングかまぼこでは30。，2日の貯

蔵で1．2×107／9以上，20。8日で1．3×1Q5／9のウェルシュ菌数に達した。50貯蔵ではウ

ェルシュ一応の増加はないが，24日後でも生残した。FF無添加魚肉ソーーセージの場合も，

30。，2日で1．2×107／9以上のウェルシュ菌数に達した。FF2．5　PPm以上添加ケーシ

ングかまぼこおよびFF20　ppm添加魚肉ソ・一戸t一一・ジは30。においても接種菌の生育を

許さなかった。　標準株8238を揚げかまぼこに調理（煮沸）前あるいは後に2次的に接種

したのち，揚げかまぼこをシャー一一一レに1片ずつ採取し，嫌気的処理を行なわずに放置した

場合でも，300においては1日後に12×107／9以上のウェルシュ菌数に達した。しかし，

5。および20。では接種菌の生育は認められなかった。

　6）LAS培地を用いて，魚貝類および魚肉加工食品から分離した菌株の辺野喜の基準に

対する一致性を検討した。その結果，Fig．7－1に示したところのLAS培地の使用によ

る水産食品に対するウェルシュ菌の新検査方式を提案した。
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Studies on Clostridium Perfringens in Sea-Foods

Tadataka TANIGUTI

Summary

   Clostridium  perfringens is a normal inhabitant of the human and mammalian 

intestine, and is also distributed in sewage and soil. Consequently, many 

different kinds of foods may be contaminated with the microorganisms. Welchii 

food poisoning is mainly caused by Type A heat-resistant (Hobbs' Type) strains 

of  Cl.  perfringens. In England and Wales, the media of infection on the food 

poisoning are almost invariably meat dishes made from heated meat. In Japan, 

about a half of the media are fish dishes made from heated fish and processed 

fish products. Detection of Cl.  perfringens in raw fishes, which are the main 

material of fish dishes and of processed fish produts, had been made only by 

Nakagawa et al. and  Zen-yoji et al. Toxicological Types, Hobbs' Serological 

Types and other characteristics of the strains isolated from fishes are not yet 

 revealed. 

   In this paper, therefore, detection of  Cl.  perfringens in raw fishes was 

 undertaken for the period from June to October 1966, and the incidence of 

contamination with the microorganisms was made clear. At the same time, the 

isolates were typed toxicologically, and were tested for serological relationships 

to Hobbs'  Types. Moreover, heat resistance and biochemical properties of the 

isolates were also tested and were  discussed. In the first place on the 

investigations, a new differential enrichment-medium (LAS medium) was prepared, 

and detection of Cl.  perfringens became easy and accurate by using the medium. 

Identification of isolates as Cl.  perfringens also became easy and exact by applying 

a new sporulation medium (AGACo medium) which was prepared by the  author. 

In addition, it was made clear that a Hobbs' Type strain forms both heat-resistant 

and heat-sensitive  spores. Observations of dormancy were made on the spores 

which were synchronously formed. On the other hand, detection of Cl.  perfringens 

in processed fish products and in ground fish meat was also made. Then 

minimal inhibitory concentrations (MIC) of furylfuramide (FF), tetracycline (TC) 

and tylosin (TT) for the growth of many Hobbs' Type strains were determined 

as an aid of preventing food poisoning by  Cl.  perfringens. Besides, the inhibitory 

effect of FF and the influence of storage temperatures on the growth of inoculated 

Cl.  perfringens (a Hobbs' Type strain) were tested on Kamaboko (fish cake) 

and fish  sausage. 

   1) In order to enhance selectively the growth of  Cl.  perfringens, a new
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differential enrichment-medium (LAS medium) was prepared by modifying the 

TSN agar for estimation of Cl.  perfringens. The TSN agar was modified by 

additon of lactose and sodium ascorbate and by decrement of agar  concentration. 

The LAS medium was used as an enrichment medium, and was simultaneously 

applied as a differential medium, that is, in the selective emrichment-culture of 

Cl. perfringens with the LAS medium, the presence of the microorganisms was 

judged by both blackening the medium and producing gas in the  medium. Then 

the differentiation with the LAS medium was more accurate than that with TSN 

agar medium in which the presence of the microorganisms was judged only by 

blackening the medium (Table  2-1). When identified by the criteria of Benoki, 

in  Bergey's manual (key to the species of genus Clostridium) and of Strong et 

 al.  , the rate of isolation of Cl.  perfringens from the 213 LAS - positive (differen-

tiation of  Cl.perfringens  : positive) enrichment cultures inoculated by the body 

surface and alimentary canal specimens of fishes, showed the high percentages 

of 93, 83 and 67 respectively (Table 2-2). There was a little  difference (in 

selecting  Cl.  perfringens in the LAS 46° C - cultures) between the heated and 

unheated specimens when the isolates from the cultures were identified by 

 Benoki's criterion (Table  2-3), 

   2) A new sporulation medium (AGACo medium) was prepered by modifying 

 Ellner's  medium. The modification was made by adding ammonium acetate and 

sodium ascorbate, substituting starch with glycerol, decrementing phosphate

concentration and adding cobalt  ion (Tables 3-1～3-5, Fig.3-1). Spores were

produced in the parcentages of sporulation above from 40 to 80 by use of the 

AGACo medium from all tested 230 strains, regardless of Hobbs' standard 

 strains and of Toxicological Types of test strains (Table  3-6). However, the 

spores formed in the AGACo medium were relatively unstable. It seemed that 

those spores proceeded gradually to the stage of germination during the incubation 

period because resistance of the spores to staining was observed to decrease along 

with the incubation time after the sporulation. The heat resistance of spores of 

Hobbs' standard 13 strains formed in the AGA medium was  weak. The AGA 

medium appeared to be inferior to the cooked meat medium as a sporulation 

medium for the test of heat resistance (Table  3-7). 

   3) Though  Cl.  perfringens Hobbs' Type strain 8238 (Type 2) is a heat-

resistant strain, a far greater number of spors formed in the AGA, LGA or 

cooked meat medium were heat-sensitive (80°C, 20  min), and only a very small 

number of those spores were heat-resistant (Table  4-1). In the synchronized 

cultures with the LGA medium prepared by modifying the AGACo medium, 

the heat-sensitive spors rapidly proceeded from the stages of spore-formtion to 

the stages of germination almost without taking dormancy  (Fig. 4-1 and Table 

 4-2). The rapidity decreased at a low temperature (3°C) or under aerobic conditions 

(Tables 4-3 and  4-4)  . The formation process was delayed by adding sodium
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chloride at a concentration of 10 per cent, and both the formation process and 

the germination process were delayed by adding calcium chloride at a concentration 

of 0.95 per cent (Table  4-4). In putting together the results of those experiments 

and the results of the preceding observation on the  spores of all tested Cl. 

 perfringens strains including Hobbs' Type strains when the spores were formed 

with the AGACo medium, it was presumed that the spores of  Cl.  perfringens are 

relatively active, and in general they have little or no significance in the dormant 

 stage.

   4) Every one of Cl.  perfringens 198 strains (Benoki's criterion) isolated from 

fishes was Type A. For the period from June to September, Cl.  perfringens was

detected in the high percentages (68～88%) in the unheated specimens of the body-

surface of fishes, but the microorganisms were not detected in the specimens in 

October when it became cool. The rate of detection of Cl. perfringens in the 

alimentary canal of fishes was generally low except a few kinds of fishes (Tables 

5-3 and  5-4). Though the detection rate decreased, heat-resistant (100°C, 60  min) 

strains were isolated selectively by applying heat-treatment (80°C, 20  min) to the 

 specimens  . And the majority of the strains isolated from the heated specimens 

did not agree with the identification-criterion of Strong et al. (S criterion), 

especially in the case of heat-resistant strains (Table  5-5). 

 The thirty-two strains (16%) out of isolated  Cl  perfringens 198 strains were 

in agreement with Hobbs' Types in agglutination test, that  is, the 32 Hobbs' Type

strains belonging to the Types 2～6, 8, 9, 12 and 13 were detected (Table  5-6).

In the Hobbs' Type strains isolated from the heated specimens, the 6 strains out 

of 11 strains were heat-resistant. It is noticeable that heat-resistant Hobbs' Type 

strains were isolated thus (Tables 5-6 and  5-7). In unheated specimens, Hobbs' 

Type strains were detected through the period from June to September, though 

the detection rate showed a low percentage (Table  5-8). However, every one of 

the 21 strains detected as Hobbs' Type strain did not possess heat resistance 

(Tables 5-6 and 5-7). The above facts on the unheated specimens may be not 

neglected from the standpoint of food hygiene because it has been recognized 

that heat-resistant Cl.  perfringens is not always heat-resistant in the case of 

cultures after the isolation, and it has been reported recently that food poisoning 

is  caused  by  secondary  contamination  after  cooking  with  heat-sensitive  Cl. 

 peifringens. 

   About a quarter (48 strains) of the isolated Cl.  perfringens 198 strains were 

salicin-fermentative (acid, or acid and  gas). In heat-resistant strains, the 11 

strains out of the 15 strains isolated were salicin-fermentative (Table  5-9). Then 

the detection rate of salicin-fermenters in the isolates from heated specimens 

showed a relatively high percentage of 65, but that in the isolates from unheated 

specimens was no more than 16 per cent (Table  5-10). Though the agreement 

rate of the salicin-fermenters with Hobbs' Serological Types was no more than
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25 per cent, it was higher in comparison with that (13%) of the salicin-

unfermenters (Table 5-11). That is, there were the tendencies that the salicin-

fermenters agree with Hobbs' Types at higher rate than the salicin-unfermenters, 

and are heat-resistant. On the other hand, Cl. perfringens has been regarded as 

a salicin-unfermenter in the S criterion. Therefore, in the detection of Cl. 

 perfringens in fishes as a causative agent of food poisoning, it is considered that 

the identification of isolated strains by the S criterion is improper, and that 

the salicin-fermenters among the isolates which were in disagreement with the S 

criterion are especially important. Besides, there was no correlation between each 

of the Serological Types of Hobbs' Type strains and the salicin-fermentability 

(Table 5-12). 

 5) The detection rate of Cl. perfringens in Agekamaboko, Chikuwa and

Mushikamaboko (July) was 11～27 per cent in the unheated specimens, and was

3.8～17 per cent in the heated (80°C, 20 min) specimens. The detection rate in

dried fish products (July) was 27 per cent in the unheated specimens, and was 

31 per cent in the heated specimens (Table 6-1). In the case of ground fish meat, 

the detection rate in average from June to October was 42 per cent in the 

unheated specimens, and was 5.1 per cent in the heated specimens (Table 6-2). 

Every one of the isolated Cl perfringens 103 strains (Benoki' s criterion) was 

Type A. Fourteen strains (14%) out of those isolated 103 strains agreed with 

Hobbs' Types in agglutination test, that is, 14 strains belonging to the Type 1, 

2, 4, 5, 9, 11 and 12 were detected (Table 6-4). 

 The MIC of FF, TC and TT for the growth of Hobbs' standard strains (13 

strains) and of Hobbs' Type strains (32 strains) isolated from fishes were 7.5 

ppm and less, 2.5 ppm and less and 1.0 ppm and less respectively. There was 

the tendency that the MIC of those antiseptics are higher in the strains isolated 

from fishes than in the standard strains (Table 6-6). The relationships between 

the legal concentration of FF in Japan and the MIC of FF are as follows. At 

the FF concentration of 2.5 ppm permitted in Kamaboko products, 92 per cent 

of the standard strains and 72 per cent of the isolated strains could not grow. 

At the FF concentration of 5.0 ppm permitted in sausage and ham, all the 

standard strains and 94 per cent of the isolated strains could not grow. In the 

case of fish sausage and fish ham, the inhibitory effect of FF on the growth of 

the test strains may be expected because the addition of 20 ppm of FF is legally 

permitted, and it has been estimated that the remaining activity of FF after 

processing is about a half or at least 30 per cent of the initial activity (Table 6-6) 

Besides, the MIC of FF and TT decreased in the medium with 3 per cent sodium 

chloride, but increased in the medium with 1.0 or 0.2 per cent glucose in some 

test strains. The MIC of TC was not influenced by the addition of those 

substances (Table 6-8). 

 In the cased Kamaboko and fish sausage which were processed after inoculating
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the Hobbs' standard strain 8238, the heat-resistant spores of the inoculum survived 

even after the processing (treated for 55  min at 75°C or  80°C). In the cased 

Kamaboko without FF, the viable count of Cl.  perfringens reached 1.2 x 107 / g 

and more after the storage for 2 days at 30°C, and the count increased to 1.3 x 

 105 / g after the storage for 8 days at 20°C. In the storage at  5°C, the number 

of the viable cells of  Cl.  perfringens did not increase, but the microorganisms 

survived also after 24 days (Table  6-10). Also in the fish sausage without FF, 

the viable count of  Cl,  perfringens came to 1.2 x  107 / g and more after the 

storage for 2 days at 30°C (Table  6-11). In the cased Kamaboko with 2.5, 5.0 

and 20 ppm of FF, and in the fish sausage with 20 ppm of FF, the inoculated 

strain could not grow even at 30°C (Tables  6-10 and  6-11). When the standard 

strain 8238 was secondarily inoculated before or after cooking (boiled for 10  min) 

into Agekamaboko, the viable count of  Cl.  peyfringens in the cooked Agekamaboko 

reached 1.2 x 107 / g and more after one day at 30°C without an anaerobic 

treatment. At 5° and 20°C, however, the growth of the inoculated strain was 

not recognized (Table  6-12). 

   6) An investigation was made on whether the strains, which were isolated 

from fishes and from processed fish products by using the LAS medium, agree 

with  Benoki's criterion. As a result of the investigation, a new scheme which 

was illustrated in Fig. 7-1 for detection of  Cl.  perfringens in sea-foods by using 

the LAS medium has been  proposed.


