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胆汁末を添加 した各種魚介肉 ・食肉培地で培養

したウェルシュ菌の胞子形成能力

赤 枝 宏 ・谷 口 忠 敬

Spore forming ability of Clostridium perfringens cultured in 

 seafood meat media or domestic animal meat media 

              with gall powder

Hiroshi  AKAEDA and Tadataka TANIGUTI

 Sporulation ability of Clostridium perfringens NCTC 8798 which was cultured in the 

seafood meat media or domestic animal meat media with gall powder were compared 

with the sporulation ability when gall powder free media were used. 

 The ratio of the sporulation ability when the media containing  1~ 5% gall powder 

were used to the ability when the gall powder free media were used are as follows. 

 In the case of red fresh fish meat media, the ratios on  mackerel—,  sardine  —  ,  tuna  —  , 

 saurel—  , and  skipjuck  —  medium were high value in  1.2~1.9. In the case of white 

fresh fish meat, the ratios on  flatfish—,  shark—, and  lizardfish  —  medium were high 

value in  1.3~1.9 but the ratios on wrasse  —  ,  croaker  —  , sand —  borer  —  , sea  —  bream  —  , 

and ray — medium were low value in 1.0~1.4. In the case of shellfish meat, the ratios 

on short  —  necked —  clam  —  ,  shrimp  —  , and top — shell — medium were high value in  1.3 

~1.9 but the ratios on  oyster meat medium were 0.8~1.3. The ratios on  chuck  —  , 

 rib  —,  ham  —, porker  —heart—,  bacon—  ,  chicken  —  liver—, and  chicken—breast  —medium 

and cooked meat medium (Difco) were high value in  1.1~1.9 but the ratios on 

chicken white meat were  0.9~1.4. The ratios on cattle  —  liver  —  , porker  —  liver  —  , and 

whale  —  lean  — meat — medium were low value in  0.3~1.0.

ウェルシュ菌(Clostridiumperfringens)食 中毒は

食品 と共に摂取 されたエ ンテ ロ トキシン(entero-

toxin,ETと 略記)産 生性の本菌菌株が消化管 内

で増殖 し,胞 子を形成す る際に胞子嚢中にETを 産

生 し,胞 子嚢中か ら消化管内にETが 溶 出して起 こ

るとされている(1～4)。

本菌食中毒は主 としてタンパ ク質性の加熱調理食

品を原因食品とし,特 に,日 本では本菌による汚染

が高い魚介類(5)の 加熱食品による場合が比較的

に多 く,欧 米では畜肉食品に起因する(4,6)場

合 が多いと言われている(7,8)。

タ ンパ ク質性食品が摂取 された時には胆汁が胆嚢

か ら十二指腸に多量に分泌 され(9,10),主 た る

胆汁成分である胆汁酸は回腸 までにその大部分(95

%以 上)が 再吸収 され る(11)。 一 方,胆 汁酸 は本

菌 の胞子形成を抑制すると言われ る(12)が,当 研

究室では,胆 汁末を添加 した クック ドミー ト(Cooked

meat,CMと 略 記)培 地で継代培養を繰 り返す こと

によって,本 菌ET産 生 性菌株の胞子形成能力の低

下を防止 できることを認めてい る(13)・。 これ らの

ことから,胆 汁存在下での各種 タンパ ク質性食品に

よる培養が本菌ET産 生 性菌株の,ET産 生 の前提

条件 となるところの,胞 子形成能力あるいは胞子形

成に与える影響を明らかにすることは食品衛生上か
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ら重要であると考えられる。

　この様な見地から，本研究においては，胆汁末を

添加した29種類の各種魚介肉・食肉・CM培地で

培養したET産生性ウェルシュ菌NCTC　8798の胞

子形成能力を明らかにすることを試みた。

実　験　方　法

　1．供試菌株

　ウェルシュ菌（CJo∫師4無識Perfringens）NCTC

8798を供試した。供試菌株はcM培地（Difco）で37

℃，3日間培養後，・一30℃に凍結保存した。

　2．培地および培養法

　1）培地：供試28種類の魚介肉・食肉の可恥部（繊

維と脂肪塊は除去）を2㎜角に細切し、固形物1．25

g，水分量10m旦になる様に純水を添加した培地，　C

M培地（固形物1．25gに純水10m2を添加したもの）

および牛胆汁末（和光純薬）を水分量（CM培地の

時は添加水分量）に対し1，3，5％（W／W）に

なるように添加した各種培地を，120℃で20分間滅

菌したものを被験培地として検討した。すなわち，

魚介肉培地としてはイワシ，アジ，サバ，カツオ，

マグロ，キス，エソ，グチ，ベラ，タイ，カレイ，

サメ，エイ，小エビ，アサリ，サザエ，カキの17種

類，食肉培地としては，牛痘，牛リブ，CM，牛肝

臓，豚モモ，豚バラ，豚心臓，豚肝臓，鶏胸，鶏サ

サミ，鶏肝臓，鯨霊肉の12種類の培地を供試した。

　2）培養法1凍結保存した供試菌株培養液を解凍

後，CM培地に接種し，75℃，20分間の加熱処理を

加え，37℃で3日間培養した。この培養菌液0．1m£

をCM培地に接種し，37℃で12時間培養した。次に

この0．1m2を各種被験培地に接種し，37℃で12時間

培養した。この時の接種菌は胆汁末無添加の被験培

地で培養後の胞子形成培養における胞子形成率が，

50％になるように（但し，鯨赤肉の場合には90％に

なるように）調整した。なお，培養には15m2容量の

スクリューキャップ付・ミイアルを用い，ガス置換を

行わず密栓して培養した。

　3，胞子形能力（胞子形成培養における胞子形成

　　　率）の測定法

　被験培地培養液0．lmeを胞子形成培地100m2に接種

し，37℃で9時間培養した。胞子形成培養液2　meを

等量の生理食塩：水に懸濁し，5℃で遠心分離（3000

rpm，10分間）後，菌体を10％中性ホルマリン2　m2

に懸濁し固定した。このホルマリン固定液について，

位相差顕微鏡で100細胞以上を検鏡し，胞子形成の

Stage皿～V（forespore）（14）以上を胞子形成細

胞とみな．し，胞子形成率（Sporulation　rate，以下S

Rと略記）を算出した。なお，胞子形成培地には，

チオグリコール酸ナトリウムのかわりにし一アスコ

ルビン酸ナトリウムを0．5％加えた（15）DS培地

（16）を使用し，培養には120m熔量のスクリュー

キャップ付培養びんを用い，ガス置換を行わず密栓

して培養した。

成 績

　胆汁末を1～5％添加した29種類の魚介肉・食肉

・CM培地で培養した供試ウェルシュ菌NCTC　8798

の胞子形成能力を胆汁末無添加の場合と比較試験し

た。得られた成績は次のようである。

　1．胆汁末添加各種魚介肉培地で培養したウェル

　　　シュ菌の胞子形成能カー

　1）赤身魚の場合

　胆汁末を添加した5種類の赤身魚肉培地で培養し

たウェルシュ菌の胞子形成能力をTable　1に示し

た。

　胆汁末添加サバ，アジ，カツオ培地培養菌の胞子

形成培養における胞子形成率（SRと略記）は，胆

汁末濃度が高かった時ほど無添加の時よりも高い傾

向を示し，胆汁末5％の時に最高値を示した。イワ

Table　1．　Spore　forming　ability　of　Clostridium

Perfringens　NCTC　8798　which　was　cultured　in　the

fish　meat　media　with　or　without　gall　powder
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シ，マグロのSR値は，胆汁末3％の時に最高値を

示し5％の時には3％の時よりも僅かに低かった。

すなわち，胆汁末無添加のSR値に対する胆汁末添

加のSR値の比は，サバ（1．6～1．9）が一番高く，

次いでイワシ（1．5～1．8），マグロ（1．3～1．6），ア

ジ（1．2～1．5），カツオ（1．4～1．5）の順で5種類

いずれも高かった。

　2）白身魚の場合

　胆汁末を添加した8種類の白身魚肉培地で培養し

たウェルシュ菌の胞子形成能力をTable　2に示し

た。

　胆汁末を添加した白身魚培地培養菌の胞子形成培

養におけるSR値は，胆汁末濃度が高かった時ほど

高い傾向がみられ，胆汁末5％の時に最高値を示し

た。しかし，カレイ，サメ，エソのSR値が胆汁末

添加培養の時に無添加の時よりも明確に高かったの

に対し，ベラ，グチ，キス，タイ，エイの胆汁末添

加培養の時のSR値に，無添加の時よりも僅かに高

い値を示したに過ぎなかった。すなわち，・胆汁末無

Table　2．　Spore　forming　ability　of　Clostridium

Perfringens　NCTC　8798　which　was　cultured　in　the

fish　meat　media　with　or　without　gall　powder

Tested　media

Conc．　of
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able　3．　Spore　forming　ability　of　Clostridium

Perfn’ngens　NCTC　8798　which　was　cultured　in　the

shellfish　meat　media　with　or　without　gall　powder
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SR値に対する胆汁末添加のSR値の比は，カ

（1．7～1．9）が一番高く，次いでサメ（1．3～

8），エソ（1．3～1．6）の順で3種類は高かったが

ラ（1．2～1．3），グチ（1．1～1．4），キス（1．0～

2），タイ（1．1～1．2），エイ（1．0～1．2）の5種

いずれも低かった。　

比ば，カレイ，サメ，エソの3種類を除いた，ベ

グチ，キス，タイ，エイの5種類の白身魚では

述の赤身魚の場合に比べて低い傾向を示した

　

貝・エビ類の場合　

末を添加した4種類の貝・エビ類肉培地で培養

ウェルシュ菌の胞子形成能力をTable　3に示し

　

末を添加したアサリの胞子形成培養におけるS

は，胆汁末1％の時に最高値を示し，胆汁末3

％の時にも最高値より僅かに低いか同等の値を示

。小エビ，サザエのSR値は，胆汁末濃度が高

た時ほど高い傾向を示し，胆汁末5％の時に最

を示した。カキのSR値は，胆汁末3％の時に

値を示したが，5％の時には無添加の時よりも

った。すなわち，胆汁末無添加のSR値に対す

汁末添加のSR値の比は，アサリ（1．8～1．9）が

高く，次いで小エビ（1．2～1．7），サザエ（1．3～

6）の順で3種類は高かったが，カキ（0．8～1．3）は

った。　

胆汁末添加各種食肉・CM培地で培養したウ　

ェルシュ菌の胞子形成能力　

末を添加した11種類の食肉培地およびCM培
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Table　4．　Spore　forming　ability　of　Clostridium

　Perfringens　NCTC　8798　which　was　cultured　in　the

　domestic　animal　meat　media　with　or　without　gall

　powder

Tested　media
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able　5．　Spore　forming　ability　of　Clostridium

Perfringens　NCTC　8798　which　was　cultured　in　the

chicken　meat　media　or　whale　meat　medium　with

or　without　gall　powder
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地

養したウェルシュ菌の胞子形成能力をTable4

5に示した。　

牛肉の場合　

末を添加したCM培地，牛肩，牛リブの胞子形

養におけるSR値は，胆汁末濃度が高かった時

高い傾向を示し，胆汁末5％の時に最高値を示

が，牛肝臓のSR値は，胆汁末濃度が高かった

ど無添加の時よりも低かった。すなわち，胆汁

添加のSR値に対する胆汁末添加のSR値の比

CM（1．4～1．8）が一番高く，次いで牛肩（1．1～

9），牛リブ（1．0～1．8）の順で3種類は高かった

牛肝臓（0．8～1．0）は低かった。　

豚肉の場合　

末を添加した豚モモ，豚心臓の胞子形成培養に

るSR値は，胆汁末濃度が高かった時ほど高い

を示し，胆汁末5％の時に最高値を示し，豚バ

SR値は，胆汁末3％の時に最高値を示し，胆

5％の時には3％の時よりも僅かに低かった

肝臓のSR値は，胆汁末濃度が高かった時ほど

加の時よりも低い傾向を示した。すなわち，胆

無添加のSR値に対する胆汁末添加のSR値の

，豚モモ（1．5～1．9）が一番高く，次いで豚心

1．3～1．9），豚バラ（1．3～1．9）の順で3種類

かったが，豚肝臓（0．6～0．7）は低かった。　

鶏肉の場合　

末を添加した鶏肝臓の胞子形成培養におけるS

は，胆汁末3％の時に最高値を示し，胆汁末5

時には3％の時よりも僅かに低かった。鶏胸の

値は，胆汁末1％の時に最高値を示し，胆汁末

5％の時には1％の時よりも僅かに低かった。ま

鶏ササミのSR値は，胆汁末1，3％の時には

加の時と同等あるいは低く，胆汁末5％の時に

添加の時よりも僅かに高い値を示したに過ぎな

た。すなわち，胆汁末無添加のSR値に対する

末添加のSR値の比は，鶏肝臓（1．5～1．9）が

高く，次いで鶏胸（1．4～1．6）の順で2種類は

ったが，鶏ササミ（0．9～1．4）は無添加の時と

なかった。　

鯨赤肉の場合　

肉培地の胆汁末添加培養菌の胞子形成培養にお

SR値は，胆汁末濃度が高かった時ほど低かっ

すなわち，胆汁末無添加のSR値に対する胆汁

加のSR値の比は，0．3～0．9と低かった。
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考 察

被験培地で培養 した供試菌株NCTC8798の 胞子

形成能力すなわち胞子形成培養における胞子形成率

は,19種 類 の魚介肉 ・食肉 ・CM培 地(赤 身魚では

サバ,イ ワシ,マ グロ,ア ジ,カ ツオ;白 身魚では

カレイ,サ メ,エ ソ;貝 ・エ ビ類 ではアサ リ,小 エ

ビ,サ ザエ;食 肉類ではCM,牛 肩,牛 リブ,豚 モ

モ,豚 心臓,豚 バ ラ,鶏 肝臓,鶏 胸)の 場合には胆

汁末無添加の時 よりも胆汁末を添加 した時に明確に

高 く,7種 類 の魚介肉 ・食肉培地(白 魚身のべラ,

グチ,キ ス,タ イ,エ イ とカキと鶏ササ ミ)の 場合

には胆汁末添加の時に無添加の時 よりも僅かに高い

かあるいは大差な く,3種 類 の食肉培地(牛 肝臓,

豚 肝臓,鯨 赤 肉)の 場合には胆汁末添加で無添加の

時 よりも低かった。被験培地によるこのような相違

は恐らく肉の種類や部位による成分の相違(17)に

起 因す るもの と考え られる。

胞子形成能力が胆汁末を添加 した時に無添加の時

よ りも高か った魚肉 ・食肉培地の場合には,胆 汁末

の添加 ・無添加に関係な く、発育 した栄養細胞の溶

菌状態が認められ なか ったが,鯨 赤肉培地,牛 肝臓

・豚肝臓培地で培養 した場合には,胆 汁末濃度が高

いほど培養後の栄養細胞が強 く溶菌状態になってい

ることが顕微鏡下で認め られた。また,胆 汁酸は本

菌の発育を抑制 し(18),食 肉 の肝臓には胆汁酸が

存在する(19)。 これ らのことか ら胆汁末添加で無

添加 よりも胞子形成能力が高か った魚介肉 ・食肉培

地の場合には発育 した栄養細胞が添加された胆汁末

に十分に耐えて胞子形成能力を上昇 させた と思われ

る。胆汁末を添加 した牛 ・豚の肝臓培地では,過 剰

濃度の胆汁酸が栄養細胞を損傷 し胞子形成能力を低

下 させたと考え られるが,鶏 肝臓培地では胆汁末添

加培地で無添加培地 よりも胞子形成能力が高かった

事から,肝 臓中の胆汁酸以外の成分の影響も推測 さ

れ る。一方,鯨 赤肉培地では,他 の被験培地の場合

とは異な り,発 育 した栄養細胞が添加された胆汁末

に十分に耐えることができずに胞子形成能力が低下

した と推測 される。

赤身魚のサバ,イ ワシ,マ グロ,ア ジ,カ ツオ;

白身魚のカ レイ,サ メ,エ ソ;貝 ・エビ類のアサ リ,

小 エ ビ,サ ザエ;食 肉の牛肩,牛 リブ,豚 モモ,豚

心臓,豚 バ ラ,鶏 肝臓,鶏 胸培地において胆汁末添

加の時に無添加の時 よりも胞子形成能力が高かった

ことか ら,こ れ らの魚介肉 ・食肉は本菌食中毒の危

険性が他 よりも高いと考え られる。

要 約

胆 汁 末 を1～5%添 加 した29種 類 の 肉培 地 で 培 養

し た ウ ェ ル シ ュ菌(NCTC8798)の,胞 子 形 成 能

力 を 胆 汁 末 無 添 加 の 場 合 と比 較 検 討 し た 。

1)魚 介 類 肉 培 地 の 場 合,胆 汁 末 無 添 加 の胞 子 形

成 能 力 に 対 す る胆 汁 末 添 加 の 能 力 の 比 は,赤 身 魚 で

は サ バ で1.6～1.9,イ ワ シ で1.5～1.8,マ グ ロで1.3

～1 .6,ア ジ で1.2～1.5,カ ツ オ で1.4～1.5と 高 か

っ た 。 白身 魚 で は,カ レイ で1.7～1.9,サ メ で1.3

～1 .8,エ ソで1.3～1.6と 高 か った の を 除 い て,ベ

ラ で1.2～1.3,グ チ で1.1～1.4,キ ス で1.0～1.2,

タ イ で1.1～1.2,エ イ で1．0～1.2と 赤 身 魚 に 比 べ て

低 い 傾 向 を 示 した 。 貝 ・エ ビ類 で は,ア サ リで1.8

～1 .9,小 エ ビ で1.2～1.7,サ ザ エ で1.3～1.6と 高

く,カ キ で0.8～1.3で あ った 。

2)食 肉 類 肉 培 地 の 場 合,胆 汁 末 無 添 加 の胞 子 形

成 能 力 に 対 す る胆 汁 末 添 加 の 能 力 の 比 は,ク ッ ク ド

ミー ト培 地 で1.4～1.8,牛 肩 で1.1～1.9,牛 リ ブで

1.0～1.8,豚 モ モ で1.5～1.9,豚 心 臓 で1.3～1.9,

豚 バ ラ で1.3～1.9,鶏 肝 臓 で1.5～1.9,鶏 胸 で1.4

～1 .6と 高 く,鶏 サ サ ミで0.9～1.4と 大 差 な く,牛

肝 臓 で0.8～1.0,豚 肝 臓 で0.6～0.7,鯨 赤 肉 で0.3

～0 .9と 低 か った 。
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