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I緒 言

腸 内 細 菌 のS型, R型 変 異 に関 して は 最 初

Arkwrightl.2.3)に より研 究 されて以来,多 くの研

究者に よつて集落の形態,菌 体抗元,毒 性 その他種

々の生物学的性状について報告 されてい る.4-12)

これ らを総括す るにS型 菌は,毒 性はR型 よ りも

大であ り,又 ブイヨン培地で混濁平等に発育し,生

理的食塩水 で自然 凝集を起 さず ミロン反応陰性であ

るのに対 し, R型 菌は毒性 なく,ブ イヨン培地に沈

澱性 に発育 し,生 理 的食塩水で自然 凝集を起し,又

ミロン反応陽性であ る.即 ちS型 菌は菌体表面が主

として蛋 白体 よりなると云 う劃然 とした差 異が見 ら

れ る.

これ らの ことよりS型, R型 菌間には当然物質代

謝に於け る差異が期待 され るのであ るが13.14.15),細

菌のS型, R型 の代謝に於け る本質的な差異につい

ては未だ鮮 明に至つ て い ない.著 者はSh. sonnei

菌の酵素的性状を主 としてS型, R型 菌の比 較 とい

う観点 より検討 した.

細菌のS型 菌体な純粋 に大量得る事は勿論困難で

あ るが,本 実験に於ては,出 来るだけ完全 なS型 集

落 より接種 し培養した菌体を とり行つた. R型 菌は,

教室小林16)が継代培養 を行つた純化R型 を用 いた.

本編 に於てはSh. sonnei菌 教室保存株のS型,

 R型 の発育に関す る実験成績 を記 して御批判を仰 ぐ

こと すゝ る.

II実 験材料及び方法

供試 菌:岡 等17)により分 離 後 教室 保存 のSh.

 sonnei菌(畠 山株)S型 及 び こ れ よ り解 離 した

R型 菌を用 いた.尚, Sh. sonnei菌 は自然発生的に

S-R解 離を起すのでS型 菌は,動物通過,糖類添加培

地継代 により,極 力R型 の出現 を抑制 し,寒 天平板

上でS型 集落 を示すものを選んで用い, R型 菌は小

林16)が継代 した安定 したR型 を用いた.実 験 に際 し

てはその都度,生 理的食塩水による自然凝集性,ミ ロ

ン反応,試 凝集反応よ り, S型 . R型 であることを

確認 して用いた.

使用培地:水 野18)の培地を考 慮しつ ゝ教室常用

の下記基礎培地に市販のア ミノ酸,或 いはペプ トン

を適 当 濃度 溶 解 して, HCl,又 はNaOHに よ り

PHを 修正して用いた.

基礎培地

第1燐 酸 カ リ　 0.35g

硫 酸 第 一鉄　 0.001g

第2燐 酸 ソー ダ　 2.5g

硫 酸 マグ ウ シ ウム　 0.001g

食 塩　 3.0g

水　 1.01

接種菌量及び増殖度 の観察:普 通 寒天平板培地

培 養菌 を集め,生 理 的食塩水で洗い10ccの 生理的

食塩水に2mg/ccの 菌浮 游 液 と して この2白 金耳

(実験 中同一のも の を用 いた)を5ccの 培地に接種
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5代 継代 した,発 育度は5代 目のものを肉眼的に24,

 48時 間後に観察 し,混 濁に より(+), (-)を 用 い

て示 した.但 し表 は全 て24時 問の成績を示 した.

III実 験 成 績

1.発 育に及ぼす ア ミノ酸の影響

発育 に於けるN源 としてア ミノ酸要求 を検討す る

ため,実 験方法 の項に記 した基礎培地に各種 ア ミノ

酸を組合せて,或 いは単独 で添加 し,更 に赤痢菌の

多 くが要求す る発育素エコチンア ミド,及 びC源 と

してグル コースを添加 した培地につ いて発育度を観

表1　 発 育 に於 け る ア ミノ酸 の 影響(1)

グ ル コ ー ス　 0.2%

ニ コチ ンア ミ ド　 10-6M

察 した.各 ア ミノ酸単独の場合には0.05%と なるよ

うにし二種以上 のア ミノ酸を加え る場合 には適当に

減量す ること ゝした.

結果は表1～3に 示す如 くであ り,実 験を行つた

ア ミノ酸の組合せ に於てはS型, R型 共に発育は良

好で,何 れ も5代 継代可能であつ た.そ こで ア ミノ

酸単独の場合について見 ると,グ ルタ ミン酸,ア ス

パラギン酸,ア ラニ ン,グ リシ ン,ト リプ トフアン,

ヒスアチムン,フ エニール アラニ ンでは発育可能で

あるが,メ チオニ ン,リ ジン,ゼ リン,チ ロジ ン,

アル ギニン,で は不可能であつた.而 してS型 はR

型よ り僅かなが ら発育は良好であつたが,一 般に栄

養要求に関 しては有意の差はなかつた.

表3　 発 育に 於 け る ア ミノ酸 の 影響

グ ル コ ー ス　 0.2%

ニ コ チ ンア ミ ド　 10-6M

表2　 発 育 に 於 け る ア ミ ノ 酸 の 影 響(2)

グ ル コ ー ス　 0.2%　 ニ コ チ ン ア ミ ド　10-6M
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2.ニ コチンア ミド, VB6の 影響

発 育に於け るニ コチ ン ア ミド, VB6の 影響を見

るため, C源 をグル コース とし, N源 を前述の如き

ア ミノ酸の組合せ とした培地に,ニ コチ ンア ミド,

 VB6を 各単独で,及 び 両者 を同時に,或 いは全 く

加えないで,菌 を接種 し5代 継代 を行い, 5代 目の

発育度 を(+), (-)を 以て示す と表4,表5の 如

くであつた.即 ちニコチ ンア ミ ドを加えない培地で

はVB6の 存在下で も,各 ア ミノ酸組 成 に於て両菌

共発育は不能であ り,又 ニコチンア ミドを加えて も

発育不能の場合にはVB6を 更に追 加 しても発育 し

得ない.然 しニコチ ンア ミ ド添加 の下 に発育可能 の

場合にVB6を 更に追加す ることによ り幾 分発育が

良好 となる場合は見 られた.

従つて発育に決定 的影響を与える ものは,ニ コチ

ンア ミドであ るこ とが認め られるが, S型, R型 間

に有意の差異は見 られなかつた.

3. C源 の影響

発育に於け る培地C源 の影響を見るため, N源 と

し て 発 育 を 最 も支 持 す る ア スパラギン酸を加え

(0.1%),更 に ニ コ チ ンア ミド(10-6M)を 加えた

培地にC源 として,グ ル コース,グ ルコ ン酸,リ ボ

ース,悪 性 ブ ドウ酸,コ ハク酸を夫 々0.2%と なる

よ う添加 した培地に於け る発育 を観察 した.

結 果は第嚢表 の如 く, C源 無添加では両菌共発育

は不能 であ るが,グ ルコース,グ ルコン酸,乳 酸,

焦性 ブ ドウ酸,添 加に於ては良好な発育を示 し,特

にグル コースをC源 とした場合に最 も発育が大であ

つた.然 し リボースをC源 とした培地には, S型,

 R型 共に5代 継代は可能であつた.

以上の実験 より一般にS型 はR型 より発育は良好

である傾向が認められたが,こ の培養実験に用 いた

容器は試験管であり,培 養条件が幾分嫌気的 に傾い

ていると考 えられるので比較のため大 試験管 に少量

表4　 発 育 に 於 け る ビ タ ミ ン 類 の 影 響(1)

グル コー ス　 0.2%　 ニ コチ ンア ミ ド　10-6M V. B6. 10-6M
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表5　 発 育 に 於 け る ビ タ ミ ン 類 の 影 響(2)

グル コー ス　 0.2%　 ニ コ チ ンア ミ ド　10-6M V. B6. 10-6M

表6　 発育 に 於 け るC源 の 影響(1)

静 置 培養18時 間　 ア スパ ラ ギン酸0.1%

ニ コチ ンア ミ ド10-6M

第7表　 発 育 に 於け るC源 の 影響

振 盪培 養8時 間　 ア スハ ラギ ン酸0.1%

ニ コチ ンア ミ ド10-6M

の培地を入れ,振 盪しなが ら8時 間培養 した ところ

第7表 の如 く,一 般 にS型, R型 間 に発育度 の差異

が見 られな くな るか,或 いはR型 の型が,む しろ発

育が良婦な傾向を示した.

これに関 しては後に取上げ ることとして,次 に各

C源 培地に於け る発育(静 置培養)に 対する,ニ コ

チンア ミド, VB6の 影響 を 検 討 した ところ第8表

の通 り, C源 の如何に拘 らず グルコースをC源 とし

た培地に於け ると同様に,ニ コチンア ミドはS型,

 R型 共 にその 発 育 に必 須であ り, VB6は 発育に必

須では なく,ニ コチ ンア ミドの共存に於て発育をや

ゝ促進す る程度 であつた.

第8表
炭 素 源:グ ル コ ー ス

炭 素源:グ ル コ ン酸
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炭素源:乳 酸

炭素源:焦 性ブ ドウ酸

炭素源:酷 酸

炭 素 源 ・コ ハ ク酸

4.好 気性,嫌 気性培養 に於け る発育曲線及び培

地 グルコースの分解

前述の如 く液体培地に於ては静置培養 をす るとS

型の方が,又 振盪培養す るとR型 の方が発育が良好

である傾向が認め られたので, C源 を グル コース と

し,ペ プ トンをN源 とした液体培地に両菌を接種 し,

静置培養,及 び振盪培養 しなが ら2～4時 間毎 にそ

表9
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の一部を と り菌濁度を光電比濁計で測定 して発育曲

線 を記録 し,又 静置培養 では12時 間, 24時間に,振

盪培 養では4時 間, 8時 間目に培養液 の一部を とり

出し,グ ルコース消費量,焦 性 ブ ドウ糖,乳 酸,酢

酸の蓄積量を定 量した.結 果は第1図 及び表9の 通

りであつた.

IV総 括 及 び 考 按

細菌のS型 菌,或 いはR型 菌 のみを純粋に集菌す

ることは困難であ り, S型 或はR型 の集落を釣菌 し

て もその中には多少の他菌のものの混入は まぬがれ

ない と思 うが,本 実験では,集 落の形態,生 理的食

塩 水に よる自然 凝集性,ミ ロン反応,な どより大部

分がS型 或はR型 と見做 されることを確認 した菌を

用 いて行つた もので,か な りの移度 にS型 菌及びR

型菌 の特性 を把握す ることが出来 たもの と考え,以

下その成績に考案 を加える.

先づ発育に於ける栄養 要求 を見 ると, N源 では,

ニコチンア ミドを添加 したグルコースをC源 とした

場 合S型, R型 共に無機N,メ チオニ ン,リ ジン,

アル ギニン,ゼ リン,チ ロジンは単独では利用 し得

な いが,グ ル タ ミン酸,ア スパラギン酸,ア ラニン,

グ リシ ン,ヒ スチチル ン,フ エニールアラニ ン,は

N源 として利用 され,充 分発育 を支持,又 赤痢菌で

は一般 にグルタ ミン酸が最 も良好なN源 とされてい

るが,本 供試菌では,ア スパ ラギン酸が最 も有効で

ある.而 してチフス菌に於け る トリプ トフア ンの如

く,不 可欠ア ミノ酸はないよ うである.

発育素 としての ニ コ チ ンア ミド, VB6の 効果を

見る と,ニ コチンア ミドはS型, R型 共に発育に必

要であ り,如 何 なるC源,及 びア ミノ酸組成 に於て

もニコチンア ミドの存在な くしては発育不能である.

赤 痢菌ではニコチンア ミドな必須発育素とす るもの

が 多いが,供 試菌に於てもそ うであつた.一 方VB6

は一般 に発育 を促進はあるが,必 須 とは考えられな

い.次 に発育に於けるC源 の影響 を見 ると, N源 を

アスパ ラギン酸 とし,ニ コチ ンア ミドを添加 した培

地ではC源 の添加 なしでは発育不能であるが,グ ル

コース,グ ル コン酸,焦 性 ブ ドウ酸,乳 酸,コ ハク

酸 をC源 として添加す る と発育可能 とな り,特 にグ

ル コースが効果的であるが,リ ボースでは発育 しえ

ない.

而してC源 の効 果に於てS型, R型 間には有意の

差 は見 られなかつたが,こ ゝで興味あることは, C

源 の如何に拘 らず 一般 にS型 の方がR型 よりも発育

が良好であるとい う点である.

これはこの培養実験 に用いた容器 は小試験管であ

るので幾分嫌気的条件 に傾いているこ とが原因する

のではないか と考 えられ るので,中 試験管を用い振

盪 しなが ら,即 ち充分好気的条件 として行つた所,

今度はS型 よ りもR型 の方が発育が良好であるとい

う成績 であ り, S型 はR型 に比 し幾分嫌気性に傾い

ているのではないか と想像 され る.

このことはペプ トンをN源 とし,グ ル コースをC

源 とした液体培地にS型, R型 菌を接種 し,静 置培

養及び振盪培養 して,発 育曲線 を記録 し,又 培地グ

ル コースの消失量,焦 性 ブ ドウ酸,乳 酸,醋 酸の生

成量を測定 した実験 よ り裏付け された.即 ち好気的

と考えられ る振盪培養ではR型 はS型 より発育が良

好でであ り,幾 分嫌気的に傾いてい ると考え られる

静置培養ではS型 はR型 よりも発育は良好であ り,

且つ両培養法 に於ける グル コース消失量に対す る焦

性 ブ ドウ酸,乳 酸,酷 酸の蓄積量の割合はS型 の方

が大であ り, S型 はR型 に比 しグル コース酸化に於

け る焦性 ブ ドウ酸 以下の完全酸化が不円滑であ り,

焦性 ブ ドウ酸,乳 酸,醋 酸 などの蓄積 を見,換 言す

れば,幾 分嫌気姓に傾 いているもの と推定 され る,

 これについては更に次編に於て,静 止菌体を用い

て追求す る.

V結 言

Sh. sonnei S型, R型 の教室保有株を供試菌とし,

発育 に於けるN源,発 育素, C源 の要求,並 びにC

源 グル コースの酸化をS型 菌, R型 菌を比較しなが

ら検討 し次 の結果を得た.

1. C源 をグルコース とした場合 ニコチ ンア ミド

な添加すれば,ア スパ ラギ ン酸,グ ルタ ミン酸,ア

ラニン,グ リシン,な どを各単独でN源 としてS型,

 R型 ともよく発育 し,特 にアスパ ラギン酸は最良の

N源 とな りうる.

2.ア スパ ラギン酸をN源 とした場合, C源 の添

加な しでは発育 し得ず,グ ル コース,グ ルコン酸,

乳酸,焦 性 ブ ドウ酸,コ ハ ク酸はC源 とな り得 るが

リボースはC源 とな り得ない.

3.ニ コチ ンア ミドは両菌の発育に必須であ るが

VB6は 発育 を促進す るが必須では ない.

4.以 上の如 く発育に於け る栄栄 要求 に於てはS

型, R型 に本質的な相 異は見 られないが,中 試験管

な用いた静置培養に於 てはS型 菌はR型 菌 より発育

は良好であ り,振 盪培養す る とR型 菌はS型 菌より
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発育良好 となる傾 向が認め られる.

5.ペ プ トンをN源 とし,グ ルコース とC源 とし

た液体培地で静置培養 してグルコース消費量に対す

る焦性 ブ ドウ酸,乳 酸,酢 酸.蓄 積量の割合を両型

菌 について比較する と,一 般にS型 の これらの蓄積

はR型 より大であ り, S型 はR型 に比 し焦性 ブ ドウ

酸 以下の完全酸化が不円滑であつて嫌気的に傾 いて

い るもの と推定され る.

(参考文献は第2編 の末尾に掲載)

Enzymatic Properties of Sh. Sonnei, S Type and R Type

Part 1. Growing Cells

By

Mitsuo Hamano

Department of Microbioiogy Okayama University Medical School

(Director: Prof. Sakae Murakami)

Using S type and R type of Sh. sonnei, those standard strains stocked in our aboratory 

as test bacteria, the author studied influenes of N and C sources and various vitamins on 

cell growth and made a comparative study of glucese exidation during the cell growth; and 

obtained the following results.

1. When glucose is used as C source to which nicotinamide is added and then using 

aspartate, glutamate , alanine, or glycine separately as N source, it has been found that S 
type and R type of Sh. sonnei grow well in such media, and aspartate proves to be a specially 

good N source.

2. When aspartate is used as N source without addition of C source, neither of the two 

types can grow. However , glucose, gluconate, lactate, pyruvate, or succinate can be used 

as a suitable C source, but ribose does not serve as C source.

3. Nicotinamide proves to be necessary for promoting the growth of these two types of 

bacteria, but vitamin B6 is not necessary .

4. In the still standing culture with fluid medium S type grows better than R type, 

whereas in the roller tube culture R type grows better than S type.

5. When the accumulated amount of pyruvate, lactate or acetate is compared with the 

amount of glucose consumed in the still standing culture with fluid medium using pepton as 

the N source and glucose as the C source, it has been found that the accumulation of these 

substances in the case of S type is greater than in the case of R type, indicating that the 

complete oxidaton of pyruvate is not carried out smoothly.


