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I緒 言

Clostridium chauvoeiは 病 原 嫌 気性 菌 の1種

で,主 と して反 芻 獣 に,ま れ に豚 や鹿 に気 しゆ疽

を起 す非 伝 染 性 の感 染 症 を 起 し,炭 疽 菌 と ゝも

に 土 壊 病(Soil disease)を 起 す代 表 的 の菌 で あ

る.

気 しゆ 疽 は,牛 で は4～24カ 月 の 若 牛 が 多 く感

染 し,初 徴 として跛行がみられ る.本 病 の 特徴

は,厚 い筋肉を有する部,す なわ ち,股,医,肩,

胸側,頚,と きとしては顎凹,舌,咽 頭にいわゆ

る,気 しゅ疽瘤 をつ くることである.こ の腫瘤は

初め小 さくて疼痛があるが,す みやかに増大する

とゝもに中心部が工死 とな り,そ の結果,無 痛,

冷感,乾 燥,黒 変がみられる.こ れを圧すると捻

髪音 を発 し,打 診すれば,ガ ス産生のため鼓音 を

発する.切 開すると汚赤色の泡沫を混ずる特殊の

腐敗バター臭液 を流出する.肢 の腫脹のために跛

行する.し ばしば高熱 を発 し,採 食,反 芻は廃絶

し,高 度の呼吸困難,心 悸亢進,脈 搏微細および

はなはだしい意気消沈がみられ,つ いには起立不

能 となり死亡する.

通常1～2日 で死亡 し,病 巣部は暗黒色の乾燥

した筋肉組織からな り,腫 脹 し,気 泡が全般に見

られる.

気 しゆ疸瘤部は皮下結合織に出血性黄色膠様浸

潤がみられる.局 所のリンパ節は大いに腫脹 し,

かつ血液漿液浸潤がみられる.は なはだ急性で死

亡 したものではこれらの変化が欠除するか,あ る

いは各所の筋肉に点状の軽い変化があるのみであ

る.こ れらの特徴的筋肉病巣のほかに,こ とに死

亡後数時間経過 した場合には,肝 は腫脹 して小気

泡の集 りがあり,碗 豆大～枯桃大の工死巣が散在

し,そ の色は黄金様黄色,断 面は乾燥 し網状を呈

する.脾 は腫大せず,血 液の色および凝固性 も正

常である.

多 くの仔牛では,成 長性の病巣が心臓の弁にみ

られ,心 筋は脆弱で青味 をおびている.胸 腹腔 に
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は,漿 液性,出 血滲出液がた まりブイブリンが存

在する.

潜伏期は牛では1～2日,山 羊でも1～2日 で

ある.死 亡率はほ とんど100%を 示すが,山 羊で

は耐過するものが,人 工感染でかな りある.

感染方法は本菌が芽胞形成 し,土 壌中 に存在

し,土 壌 とゝもに皮膚および粘膜の創傷 より侵入

し,ま た芽胞 を含んでいる土壊に汚染 された飲食

物により腸 より感染する.決 して動物 より動物へ

感染することはない.土 壌 を汚染するもとは本病

の屍体であり,屍 体ではすみやかに芽胞が形成 さ

れる.

Clostridium chauvoeiは1880年Arloing,

Cornevin & Thomasら によつて確認せられ,

後にRoux (1889)に より人工培養が成功された

ものである.

本菌は偏性嫌気性の大桿菌で周囲鞭毛を有 し芽

胞を形成する.こ のようなClostridium chau-

voeiに 関する従来の諸家の記載によれば,そ の平

板培養上の集落は,円 形ボタン状,(Zeisslerの

第IV型)を 呈 し,こ れ を高層寒天 に振盪培養 し

た場合は円形凸レンズ状の集落(以 下S型 集落 と

呼称 し,菌 についてはS型 菌と呼称する)を 形成

するものと,時 に平板培養において不完全な樹葉

状周縁 を形成 し(Zeisslerの 第III型類似),高 層

寒天振盪培養で綿塊状の集落(以 下R型 集落 と呼

称 し,菌 についてはR型 菌 と呼称する)を 形成す

る場合があることが認められている.

著者の保管中のClostridium chauvoei 16株

中Zeisslerの 第IV型 を形成するものは12株,第

III型類似が2株,第IV型 と第III型類似の両型 を混

成するもの2株 であ り,第IV型 を形成するものが

多かつたが,す でにR型 集落の形成が明らかに認

められたものもあつた.

これらの菌株はそれぞれ肝々ブイヨンで累代継

代 されてきたものである.

このように2っ の集落型に大別 されるが, S型

集落 を形成するものはもち論, R型 集落 を形成す

るものでも,動 物に対する病原性は一般に強力で

あり,著 者の保管中のR型 集落 を形成する西ケ原

株においても, S型 菌 と同様少量でモルモ ットを

たおしている.

また歯の形態においても特 に 差 を認められな

い.し たがってR型 菌は單に集落上の変化である

か,あ るいはS型 菌に比 し,そ の性状が本質的に

変異をきた したものか どうかはまだ報告がない.

この点に関 し著者は追求 したので,そ の概略に

つき報告する.

II実 験材料および実験方法

1. R型 株作出に関する実験の材料および方法

A.材 料

(1)供 試菌株

Clostridium chauvoei沖 縄株(以 下O株 と呼

称する)お よび北海道株(以 下H株 と呼称する)の

2株 を用いた.こ れら2株 は,と もに強毒S型 株

である(以 下それぞれO.S株 およびH.S株 と呼

称 し,菌 については,そ れぞれO.S菌 およびH.S

菌 と呼称する).こ れらは肝々ブイヨン(製 法は2

項A, (b)に あり)で 継代保存されているもの

である.

B.方 法

上記O.S株 およびH.S株 を0.01%に イスラ

ビン(3.6ジ アミノ10メ チルアクリジニウムクロ

ライド)を 加えた肝々ブイヨン(製 法,後 記)に

継代 した.

第1実 験の方法

O株, H株 とも37℃,3日 間および10日 間培養

終了後,肝 片の1～2箇 を次の培地に移植 し同様

操作 をくりかえした.

しか しこの方法ではO株, H株 とも完全にR型

集落のみとならず,少 数のS型 集落 を形成するも

のが随伴 した.

第2実 験の方法

イスラビン加肝々ブイヨン培養から肝汁寒天高

層培地(製 法2項, A.(C))に 振盪培養 し,

形成されたR型 集落 を純粋に釣菌 し,こ れを次代

のイスラビン加肝々ブイヨンに移植 し,発 育 した

ものか ら再び振盪培養す る操作 をくりかえした.

この方法ではR型 集落形成菌のみを得 ることに成

功 した.
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そ れ ゆ え,以 下 の べ るR型 菌 に つ い て の各 実 験

は純 粋 に釣 菌 して継 代 した 系 統 の もの で あ り,沖

縄R型 変 異 株(以 下O. R株 と呼称 し菌 に つ い て

はO. R菌 と呼 称 す る)で は30代 な い し86代,北

海 道R型 変 異 株(以 下H. R株 と呼 称 し菌 に つ い

て はH. R菌 と呼 称 す る)で は50～110代 に わ た

る もの を使 用 した 。

2. R型 菌 の生 物 学 的 性 状 に関 す る実 験 の材 料

お よび 方 法

A材 料

(1)供 試R型 株

前1項, R型 株 の作 出 に 関 す る ところ で の べ た

O. R株 とH. R株 で あ る.

(2)使 用 培 地

(a) Zeissler血 液 平 板

製 法原 法 の とお り

(b)肝 々 ブ イ ヨ ン

牛肝 臓1に た い して水2の 割 合 に 加 え,1時 間

煮 沸 浸 出 した 液 に,ペ プ トン1%,食 塩0.5%を

加 えた もの を,煮 沸 肝 片 を約0.5mmの 立 方 型 に細

切 し,こ れ を20こ 内 外 い れ た 中試 験 管 に,約10ml

加 え た もの で, pHは7.0内 外 に調 製 した もの で あ

る.

な お イス ラ ビ ン加 の場 合 は,こ れ に0.01%に 添

加 した もの で あ る.

(c)肝 汁 寒 天 高 層 振 盪 用 培地

肝 汁(牛 肝 臓1に 対 し水2の 割 合 に加 え1時 間

煮 沸 浸 出 した もの)に ペ プ トン1%,食 塩0.5%

の割 合 に加 え,寒 天 を3%に 加 え,pH7.0に 調 製

し,高 層 と した もの で あ る.

(d)葡 萄 糖 加 ブ イ ヨ ン

普 通 ブ イ ヨン に葡 萄 糖 を0.5%に 加 え た も の で

あ る.

(e)Zeissler脳 粥 培地

製 法原 法通 り

(f) B. T. B.牛 乳

全 乳 を試 験 管 に入 れ,適 当 な 色 調 に な る よ う

B. T. B液 を加 えた も の で あ る.

(g)肉 片 加 牛 乳

牛 肉 を1000℃,30分 蒸 した もの を細切 し,こ れ を

1～2g試 験 管 に入 れ た も の に全 乳 を 約10ml加

え た もの で あ る.

(h)Loffler高 層 凝 固血 清

製 法原 法通 り.

(i)ゲ ラ チ ン培 地

肉汁100mlに 対 し,ゲ ラチ ン30g,ペ プ トン

1g,食 塩0.5gを 加 えた もの で あ る.

(j)糖 類分 解 試 験 用 培地

3%の ポ リペ プ トン水 に0.5%に 次 の各 糖 類 を

加 え, B. T. B添 加 の液 体 培 地(PH弱 アル カ リ性

に 調 製)を 用 い た.

添 加 した糖 類 は次 の もの で あ る.

グ リセ リ ン,マ ン ニ ッ ト,ラ ム ノー ゼ,ズ ル チ

ッ ト,グ リ コー ゼ,ガ ラ ク トー ゼ,レ ブ ロー ゼ,

サ ヅカ ロー ゼ,ラ ク トー ゼ,マ ル トー ゼ,イ ヌ リ

ン,ザ リチ ン

B方 法

肝 々 ブ イ ヨン で37℃24～48時 間 培 養 した もの よ

り,検 査 用 各 培 地 に移 植 し,37℃ で,そ れぞ れ到

定 に必 要 な期 間 培 養 した 。 な お,本 菌 は偏 性 嫌 気

性 菌 で あ る た め, Zeissler血 液 平 板 培 養 は減 圧 培

養(圧 力20～30mm)し,肝 々 ブ イ ヨン以 外 の培 地

で の培 養 は ワゼ リン重 層 法 に よ り培 養 した.

3. R型 菌 の血 清 学 的 性 状 に関 す る実 験 の材 料

お よび方 法

A材 料

(1)供 試 菌 種 お よび 菌 株

Clostridium chauvoei O, S株

Clostridium chauvoei H, S株

Clostridium chauvoei O, R株

Clostridium chauvoei H, R株

Clostridium septicum  (株名,広 島 お よび

449)

Clostridium novyi  (株 名,140)

Clostridium histolyticum  (株 名H22)

(2)抗 原 用 菌液 製 造 用 培地

1%葡 萄 糖 加 ブ イ ヨ ン をPH 7.0に した もの.

(3)使 用 動 物

体 重1,500-3,000gの 家 兎

B方 法
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(1)抗 血清製造用菌液の製法

葡萄糖加ブイヨンに各菌 を移植 し,ワ ゼリン重

層法により嫌気的に37℃,24-72時 間培養 した菌

体 を生理食塩液で数回洗滌 したものを生理食塩液

で均等浮遊液 としたものである.

(2)免 疫方法

菌液を5日 ないし7日 の間隔で次第に菌を増量

しながら家兎の耳静脈か ら接種 した.た ゞし注射

液量は2～3mlを 超過 しないよう濃縮 して接種

した.な おClostridium chauvoei以 外の菌は,

はじめの2～3回 は0.5%石 炭酸加生理食塩液 に

浮游 させ,数 時間 してか ら接種 したが,そ れ以後

の接種時は,石 炭酸を加えない生理食塩液に浮游

さしたものを用い,免 疫操作をくりかえし,高 度

に免疫 されたものは全放血 し血清を保存 した.

(3)凝 集反応用菌液の製法

PH 7.0の1%葡 萄糖加ブイヨンに,各 菌を移

植 し,ワ ゼ リン重層法により嫌気的に370℃,24時

間培養 したものを遠心沈澱後数回生理食塩液 で洗

滌後0.5%石 炭酸加生理食塩液でMcFaland No.

2の 濃度 としたものである.

(4)反 応術式

(イ)交 叉凝集反応

各免疫血清 を生理食塩液で倍数稀釈 し,そ の各

稀釈血清の1mlを 試験管に分注 し,こ れに同量

の菌液 を加え振盪後,40℃ の 恒温槽 に60分 感作

後,直 ちに結果 を到定 した.た ゞし, Clostridium

histolyticum菌 液の反応 を到定する場合は37℃,

24時間感作後到定 した.

(ロ)凝 集素吸収試験

吸収菌は,1%葡 萄糖加ブイヨンに37℃,18～

48時間培養 したものを生理食塩液で数回洗滌 し,

最後 に3,000 r. p. m. 60分 間遠心沈澱 した菌を使

用 した.

ついで,こ の遠心沈澱 した菌 に 免疫 血清 を加

え,と くに血清 と菌量 との比率は数回の予備試験

で確実に対照 とする凝集素 を充分吸収 し得 る量 を

混合 した.こ れを充分撹拌後,37℃ に2時 間感作

した後,1夜 氷室 に(5℃-6℃)に 静置 した

後,3,000 r. P. m. 60分間遠心沈澱 して,そ の上清

を採取 し,各 濃度に稀釈後,抗 原(菌 液)を 加え

て凝集反応 を行い,結 果 を到定 した.な お凝集反

応術式は前項(イ)の 交叉凝集反応 と同 じであ

る.

4. R型 菌の病原性の変化に関する実験の材料

および方法

A材 料

(1)供 試菌株

Clostridium chauvoei O. S. H. S. O. R H. R

の4株

(2)使 用動物

体重200～300gの モルモット

B方 法

肝々ブイヨンで37℃,48時 間培養 したものをガ

ーゼ濾過 し,肝 片を除いた濾液 を,モ ルモ ットの

腹部皮下に接種 して,病 原性を検査 した.

5. R型 菌の免疫原性に関する実験の材料およ

び方法

A材 料

使用菌株および動物は前記4項 と同 じである.

B方 法

O.R株, H.R株 とも肝々ブイヨンに37℃24時 間

培養 したものをガーゼ濾過 して肝片を除いた培養

菌液 を用い,そ の2-15mlを モルモットの腹部

皮下に接種 し,斃 死 したものは剖検後,菌 培養を

行ない,耐 過 したものはR型 培養濾液接種後10～

14日にS型 の強毒菌芽胞2 M. L. D.を 反対側の腹

部皮下に攻撃 して免疫原性の有無 を検査 した.

III実 験成績

1. R型 株作出に関する実験

第1実 験:イ スラビン加肝々ブイヨンより,直

接次のイスラビン加肝々ブイヨンに継代 した実験

成績

O株 では,イ スラビン加肝々ブ イヨンに37℃,

10日間培養後肝片の1～2個 を次の培地に移植す

る方法では,31代 目に,少 数ではあるが,綿 塊状

集落(R型 集落)の 出現 しは じめることを確かめ

た.ま た37℃,3日 間毎の継代では,78代 目にい

た りR型 集落の出現を認めている.

H株 では10日 間培養のもの37代,3日 間培養の
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ものは28代 でR型 集落の出現を認めた.

しか しこの方法では,O株,H株 とも,10日 毎

の継代系で137代,3日 毎の継代系のもので273

代にいたるも完全にR型 集落のみ とならず,少 数

のS型 集落 を形成するものが随伴 していた.

第2実 験:R型 集落を純粋 に釣菌 しつ 継ゝ代 し

た実験成績

R型 菌作出に関する方法でのべた とお りの方法

で純粋に釣菌 し継代 した 成績は次の とおりであ

る.

O株 で,こ の方法を採用 して,最 初にR型 集落

を釣菌 した時のR型 集落は,第1実 験でのべた方

法で継代 していた3日 毎継代系の204代 のもので

あり,あ らためて,こ れを第1代 として純粋にR

型集落のみを釣菌 しなが ら継代 したが,そ の後は

R型 集落のみとなり,90代 にいたつているが,変

化は認められない.

H株 においても,第1実 験の方法で継代 してい

た10日 毎継代系の97代 のR型 集落から釣菌したも

のを第1代 とし,O株 同様継代 し,110代 にいた

つているが,R型 集落のみを維持 している(以 上

図1参 照).

2.R型 菌の生物学的性状

(1)形 態

S型 菌は肝々ブイヨン,普 通ブ イヨン,血 液平

板培養,其 の他の発育培地においても桿状で長系

状を呈 しないが,R型 菌はS型 菌に比 し著 しく長

いものが多 く,時には100μ 以上の長糸状 とな り,

あたか も悪性水腫菌 (Clostridium septicum)

の形態に類似 してくる.

肝々ブイヨン,普 通ブイヨン,そ の他の液体培

地,あ るいは血液平板培地の18-24時 間培養で,

S型 菌は十分に発育 し,活 発であるが,R型 菌は

十分発育するにもか ゝわらず運動性は認められな

いのが普通である.

O.R株 においては多数の非運動性菌中に時々固

有運動 をなすものを一,二 発見することがあつた

が,H.R株 には運動性 を呈 したものは発見されな

い.

芽胞形成に関 しては鏡検上芽胞 を確認出来るも

のはなくなり,わ ずかにそれに似た小顆粒状のも

のをO.R菌 体中に時々発見する.

これを芽胞染色(Neisser法)す れば,菌 体 よ

りも巾の狭い赤色に着色する小楕円形部分 を見 る

図1 R型 株作 出経過

(1)3日 毎 継 代

(2)10日 毎継 代

註S=S型 集落,R=R型 集落,○=復 帰継代系,□=純 粋釣菌継代系
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ことが出来 る.し かしH.R菌 では発見出来なか

つた.

(2)染 色

肝々ブイヨン,血 液平板等の18-24時 間培養の

新 しい菌は,塩 基性アニリン色素によく染色され

るが,培 養の古いものは一見空胞のような非染色

部分を生 じ竹節の如 き形状を呈す.Gram染 色法

は陽性であるが古いものは不定である.な お,S

型菌は古い培養では芽胞 を形成するので,R型 菌

とは全 く異つた所見である.

(3)培 養

(a)Zeissler血 液平板

37℃,48時 間培養で直径1-1.5mmのZeissler

第 皿型類似の集落 を形成 しS型 と同程度の溶血性

を有 しているが,其 の形状は明らかにS型 の第IV

型 とは異なりClostridium septicumの 集落に

似てくる.集 落の大きさは,S型 に此しや 大ゝ き

いが薄い.す なわち周縁不正の樹葉状集落 を形成

する.(図2参 照)

(b)肝 汁寒天高層振盪培養

培地表面 より約1cm以 下に発育 し,嫌 気度はS

型 と差がな く,24～48時 間で中等度のガスを発生

図2血 液 平板 培養集落 所見(37℃48時 間)

註 Cl. S: Clostridium septicum

図3高 層寒天培養集落所見(37℃,48時 間)

註:C1. S= Clostridium septicum

し,直 径1～2mmの 球 状 綿 塊 状 集 落 を呈 す るが,

Clostridium septicum に 此 しや ゝ縮毛状にと

ぼ しい.な お培地の寒天濃度0.5～5%の 間では

その形状に変化 を認めなかつた.(図3参 照)

(c)肝 々ブイヨン

24時 間でよく発育 し,中 等度のガスを発生 し,

72～96時 間で液体部は透明とな り管底に菌は沈澱

する.肝 片は消化せず,特 異の臭気 を出し,S型.

と変 るところがない.

(d)葡 萄糖加ブイヨン

ワゼリン重層法による嫌気性培養法で良 く発育

し中等度のガスを発生 しつ 発ゝ育するが,S型 は

培養液が平等に独 るのに比 しR型 は紮状に発育 し

雲状 を呈する傾向があり,2～3日 後管底に柔い

綿塊状 を呈 して沈澱 し上清は透明 となる.

(e)Zeissler腦 粥培地

中等度のガスを発生 し良 く発育するが,1カ 月

間培養 してもこれを消化および黒変する事はなく

S型 と変る所がない.

(f)B.T.B牛 乳

原株および変異株の O.S O.R H.S H.R 4株

に つ き此較 した が,4株 と も,酸 産 生 は 陽 性 で あ

っ た が,カ ゼ イ ン凝 固性 はH.Rの み陰 性 で0.S.

O.Rお よびH.Sは 陽性 で あつ た.消 化 は 全 株 陰

性 で あつ た.

(g)肉 片 加 牛 乳

発 育 良好 で,O.R株 は48～72時 間 目頃 よ りカ ゼ

イ ン を凝 固 し,透 明 乳 清 を分 離 した が,H.R株 は

1カ 月 間 培養 して も変 化 しなか つ た.な おO.S.

表1肉 片加牛乳培養 の牛乳凝固

註:C1.S= Clostridium septicum
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H.S両 株 とも5～10日 でカゼイン凝固を来 したが

消化はしなかつた.(表1参 照)

(h)Loffler高 層凝固血清

穿刺線にそいR型 菌を37℃,24～48時 間培養 し

たところ微量のガス発生 を認めたが液化は認めら

れず,S型 菌と変 る所がなかつた.

なお対照 として Clostridium  botulinum,Clo-

stridium historyticum 培養では液化 を認めた.

(i)ゲ ラチン液化試験

表2 R型 菌,S型 菌 の生物学的性状

37℃,3～4日 培養で,Oお よびH株 のS. R型

菌 ともこれを液化 した.

以上の成績 を一括表示すれば 表2の 通 りであ

る.

(4)糖 類分解試験

実験方法の項に記 した方法で糖類分解試験を行

つ たが,S型 菌 とR型 菌 との間に差がみ られなか

つた.そ の成績は表3の 通 りである.

表3糖 類分解試験成績

註:+分 解-分 解 せず

(5)R型 菌の生存期問

大体発育終了 し増殖が停止した時期 と思われる

肝々ブイヨン37℃,72時 間培養を密栓 して5～6

℃に保存 したO.Rお よびH.R株 の生存期闇は,

図4に 示すようにS型 菌より短か く,か っO.R

株はH.R株 に比 し早期に大多数の菌が減少する

ようである.(図4参 照)

図4 R型 菌 の生存期 間

註:肝 々 ブ イ ヨ ン72時 間 培 養 終 了 時 の生 存 菌 数 を

100%と し た. 、

其の後の同様な実験においてもほ 同ヾ様の傾向

を示 したが,時 にはH.R株 が5カ 月保存で菌の

生存 を認めない場合 もあり,生 存期間がS型 に珪

し短い ことは明らかである.し か しこれらの実験

を通 じ少数ではあるがかな り長期間生存する個体

も認められるところから,同 じR型 菌中の個々の

菌により,生 存期間に関する限 りかなりの差があ

るもの ゝようである.

なお長期保存のものか ら新たに培養 した発育菌

の形態は矢張 りR型 を維持 していた.

3.R型 菌の血清学的性状

(1)交 叉凝集反応

Clostridium chauvoei各 株間,SとR型 菌間

および2.3のClostridium属 菌 との交叉凝集反

応成績は,表4に 示すように

抗O.S血 清 と抗H.S血 清は共にO.SとH.S

菌に対 してそれぞれ高い凝集価を示 し,強 毒株で

はあるがR型 様集落 を形成する西ケ原株や,強 毒

S型 菌である494株 に対 しても高い凝集価 を示 し

ている.一 方O.RとH.R菌 に対 しては,前 述の

S型 菌に比 し低い凝集価 を示 し,特 にH.R菌 に

対 しては両血清共低い価 を示 した.

つぎに抗O.R血 清 と抗H.R血 清は,そ れぞれ

の対照菌であるR型 菌に対 し,前 者 は,5,120

倍,後 者は640倍 と比較的低い凝集価を示 した.
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表4交 叉凝集反応成績

註: Cl. H=Clostridium histolyticum数 字 は 凝 集 価

C1. N=Clostridium novyi

しか し抗O.R血 清 のO.S菌 に対 す る価 はO.R菌

に 対 す る価 よ り も,は るか に高 い40,960倍 を示

し,他 のS型 菌(494)お よび 前述 の西 ケ原 株 に

対 して も同 様 高 い価 を示 した.

抗H.R血 清 は対 照 菌 で あ るH.R菌 に640倍,

O.R菌 に320倍,其 の他 のS型 菌 には0～80倍 の

低 い 価 を示 した.

こ の よ うに凝 集 価 の低 い もの は,動 物側 に そ の

因 が あ る の で は な い か と思 い,さ らに2頭 の兎 を

免 疫 して抗 血 清 を作 り試 験 を繰 り返 した が,い ず

れ も対 照 菌 た るH.R菌 に対 して は640倍 で 前 回

同 様 低 い 凝集 価 で あ り,H.S菌 に対 す る凝集 価 は,

2.560倍 前後 を示 し,前 記 の 抗O.R血 清 に つ い

て述 べた の と同 傾 向 を示 した 。

これ らの現 象 を逆 に抗 原 の側 よ り観 察 す れ ば,

O.RとH.R抗 原 は と もに原 株 た るS型 菌 の抗 血

清 あ るい は,他 のS型 株 お よび西 ケ原 株(R型 様

集 落,強 毒 株)等 の抗 血 清 に対 して,S型 菌 に此

し被 凝 性 が低 下 してい る よ うで あ る.す なわ ち,

O.R菌 は抗0.S血 清 に対 し40,960倍 で あ る の

にO.S菌 は163,840倍 で あ り,H.R菌 は抗H.S

血清 に対 し640倍 で あ るの に,H.S菌 は163,840

倍 で あ り,ま た他 のS型 菌494株 や,R型 様 の西

ケ原 株 の抗 血 清 に対 しO.R菌 は そ れ ぞ れ10,240

倍 お よび20,480倍 凝集 価 で あ る の に494株 お

よ び西 ケ原 株 は 自己 の 抗血 清 に 対 して そ れ ぞ れ

81,920倍 の 価 を示 して い る.一 方 抗R血 清 に対

して も,R型 菌 自身 よ りもS型 菌 の方 が よ く凝 集,

す る.

またR型 菌 は家 兎 に 対 して凝集 素産 生 能 力 が 低

下 して い る.

要 す る にS型 菌 に 比 しR型 菌 は 生 体 に対 す る凝

集 素 産 生 能 力 や被 凝 集 性 が低 下 して い る.

つ ぎに他 菌種 との交 叉凝 集 反 応 に お い て,相 対

応 す る もの は そ れ ぞ れ高 い 凝 集 価 を 示 し た が,

Clostridium septicumと の 関係 をみ る と特 に興

味 が あ る.O.Rお よびH.R菌 が抗Clostridium

septicum血 清 に よ り凝 集 せ られ た の で 同様 実 験

を数 回繰 り返 した が,O.Rお よびH.R菌 は低 い な

が ら常 に凝 集 し,そ の被 凝 集 性 が確 か め られ た.

も ちろ んClostridium chauvoei以 外 のClostri-

dium属 菌 の免 疫 に用 い た 家 兎 は 免 疫 開 始 前 に

は,対 応 菌 の み な らず,O.Rお よびH.R菌 に対

して凝 集 素 の検 定 を 実 施 した が 全 く 陰 性 で あつ

た.

逆 にClostridium septicumは 抗O.R血 清

お よび 抗H.R血 清 に よっ ては 凝 集 され なか つ た.

す なわ ち,変 異 菌O.R株 とH.R株 は抗Clostr工

nium septicum血 清 に よっ て凝 集 せ ら れ,Clo-

stridium septicumと 一部 共 通 抗原 が あ りそ う,

に 見 えた の で 吸 収試 験 を行 つ た.

(2)吸 収試 験
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表5凝 集素吸収試験

註 卅 ～ ± 凝 集 の強 さ を示 す.Cont.全(-),C. S=Clostridium septicum

吸 収試 験 の 成績 を一括 表 示 す る と表5の 通 りで

あ る.

S型 菌 とR型 菌 は共 に家 兎 でS型 菌 とR型 菌 に 野

対 す る凝集 素 を産 生 す る.そ して抗S血 清 お よび

抗R血 清 をそ れ ぞ れS型 菌 お よびR型 菌 で吸 収 し

た結 果,そ れ ぞ れ 吸 収 しきれ な い 抗 体 が 残 つ た

(表 中No.1,2欄 参 照)一 方抗Clostridium

septicum家 兎 血 清 中 に はO.Rお よびH.R菌 を

凝 集 す る抗 体 が証 明 され,こ れ はO.R菌 で吸 収

す る こ とが 出 来 る の で,O.R菌 はClostridinm.

septicumに 対 す る 共通 抗原 を もつ てい る と思 わ

れ る.そ れ でS型 菌 の抗 原 の 一部 がR型 菌 で は失

わ れ,そ の か わ りにClostridiumsepticumと

共 通 抗 原 の 一部 を獲 得 した と想 像 され る.そ れ で

次 の実 験 を行 つ た.

O.R菌 で検 定 した凝 集 価2.560倍 の抗0.R血

清 をClostridiumsepticumで 吸収 す る と,O.R

菌 に対 す る凝 集 価 は640倍 に 低 下 した.(表5,

No.2お よ びNo.7欄 参 照)ま たH.R菌 で検 定 し

た 凝集 価640倍 の 抗H.R血 清 を,Clostridium

septicumで 吸収 した血 清 はH.R菌 に対 し160

倍 で陰 性 で凝 集 価 は低 下 した.(表5No.4お よ

びNo.9欄 参 照).こ の こ とは 抗O.R血 清 お よ び

抗H.R血 清 は とも にClostridium septicumに

よつ て 少 量 で は あ るがR型 菌 に対 す る凝 集 素 が吸

収 され た こ とを示 す も の で,Clostridium septi-

cnmとR型 菌 とは抗 原 的 に 一部 共 通 した もの が

存 在 す る こ とを示 す も の で あ る.

しか し抗Clostridium septicum血 清 をO.R

菌 で 吸 収 す る とO.R菌 では 凝 集 しな くな る が,

Clostridium septicumで の凝 集価 は ほ とん ど変

らな い(表5,No.5,10欄 参 照)し,抗O.R血

清 で はClostridium septicumは 凝集 しない(表

5No.7欄 参 照)か ら,R型 菌 で はClostridium

septicumに 対 す る 共 通 抗 原 は 確 認 出来 な か つ

た.し か し交 叉 凝 集 反 応 でO.Rお よびH.R菌

が 抗Clostridium septicum血 清 に よ り凝 集 さ

れ るの でR型 菌 に一 部Clostridium septicum

に 共通 な抗原 を有 す る の で は な か ろ うか との推 察

もな され るが,こ れ らの点 は考 察 の と ころ で若 干

ふ れ た い.

4.R型 菌 の病 原 性 の変 化

(1)O.SとH.S株 の病 原 性 検 査

S型 菌 のO.SとH.S株 を肝 々 ブ イ ヨ ンで37
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℃,48時 間培養したものをガーゼ濾過 し,肝 片 を

除いた濾液 を腹部皮下に接種 した結果は,毎 時ほ

一ゞ定 した成績 を示 し,0.1-0.2mlで 大体致

死的経過 をとり,各 臓器,皮 下などから菌が常に

回収され敗血致死 を示 している(表6参 照).

表6S型 菌 のモ ル モ ッ トに対 す る病 原 性

註:+20時 間 目死亡(以 下これに準 ず)

表7R型 菌 の モ ル モ ッ トに 対 す る病 原 性

註:+7日,接 種後7日 目死亡(以 下これに準 ず)

表8R型 菌 の モ ル モ ッ トに対 す る病 原 性

(2)O・RとH・R株 の病原性検査

前記H・Sや0.Sの 場合 と同様方法で実施 したR

型菌についての成績は,表7,8の 通 りである.

以上の成績か ら,R型 菌では接種培養液量を基

準にしてS型 菌と比較すれば著 しくその病原性の

低下が認められる.す なわ ちS型 菌培養液では,

その0.2m1前 後で気 しゆ疽死 をす る の に,R

型菌では5～12謡 でも耐過する場合 も認められ

た.な お致死的経過 をとつたものも諸臓器からの

菌培養成績は陰性であり,接 種局所でさえ生存菌

は認められない場合がほとんどであり,接 種後体

内で菌の増殖は認められずすみやかに死滅するも

の ゝようである.

R型 菌接種で斃死 したもの 剖ゝ検変状は,強 毒

S型 菌の無菌培養濾液 を大量接種 した場合の毒素

死変状に極似 している。すなわち,肺 の肝変様病

変がそれであり,ま た経過の長いものでは,接 種

部は腫脹,つ いで硬結,瘢 痕を形成 し,痩 削,栄

養不良を示 している.

なお0.R株 は継代103代,H.R株 は128代 ま

で肝々ブイヨン通過によ る復帰試験 を実施 した

(図1)が,O.R株 は70代,H.R株 は100代 まで

はともにR型 集落のみであつたが,O.R株 は100

代,H.R株 は124代 でR型 集落に混つて顆粒状,

ピラミッド形 あるいは,不 正 レンズ状の集落が出

現するようになつた.し かしモルモ ットに対する

病原性は復帰 していなかつた.

またモルモ ヅト通過による復帰試験では病原性

の所で述べたようにR型 菌はすみやかに動物体内

で消滅するので試験が出来なかつた.

5.R型 菌の免疫原性

モルモ ットで行なつた免疫試験は表9で 示すよ

うに,0.R菌 培養の15m110m15m1あ るいは2

m1接 種の各群 とも接種後2～3日 間接種局部は

摺指頭大の腫脹 を来 し,皮 下に血様漿液が瀦溜 し

て波動 を呈するが,や がて消退 し,そ の部は脱毛

後癩痕 を形成 した.

H.R菌15m1接 種のもの2頭,5m1接 種のも

の2頭 が箋死 し,他 は耐過 したが,い ずれも局所

に痂皮 を形成 した.こ れらの変化は病原性のとこ

ろでのべたとお りであるが,ま た死亡 したもの ゝ

臓器からの菌の回収も陰性であつた.

た ゞ例外 として5m1接 種で死んだ1頭 か らは

接種局所か らR菌 を回収 した.

つ ぎに耐過生存 したものに10～12日 後S型 の強

毒菌芽胞2MLDで 攻撃 して耐過の有無を検査 し

た.(表9)

0.R菌 接種群は2ml前 処置の1頭 が陽性死 し

たのみで他は耐過 した.な お対照の無処置群は5

頭中4頭 陽性死を呈 した.

次に0.R菌 の免疫原性 を従来の気 しゆ疸予防

液 と比較 した(表10).す なわち0.R菌 の肝々ブ

イヨン37℃,24時 間培養の10ml5ml3mlお よ

び1mlを,お のおの3頭 ずつのモルモ ットの 腹

部皮下に接種 した ところ,10ml群 と5ml群 の

1頭 ずつが斃死 したほかは全部耐過 した.耐 過 し
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表9R型 菌 の病原性 および免疫原性試験

註:*5頭 中4頭 陽性 死 ○は腫脹,瘢 痕形成

表10 R型 菌お よび気 しゆ疽予防液 の病原性お よび免疫原性試 験

註*3頭 共 陽 性 死

§10-3ccの もの 瘢 痕形 成 を 示 した.

た ものにS型 の強毒芽胞液の2MLDを 反対側の

腹部皮下に接種 して免疫原性の有無を観察 し,同

時に現行の気 しゆ疽予防液注射モルモ ットとの比

較 を試みた.1ml接 種群3頭 中2頭,3m1接 種

群3頭 中1頭 陽性死 した他は全部生存 したが従来

の予防液 より免疫原性はや ～劣 るようである.

R型 菌接種により斃死 したものよりの菌検出は

陰性であ り,斃 死の原因は毒素による中毒死 とも

考えられる。ホルマリン ・ワクチン注射群にも,

それのみで斃死 した例があるので菌の産生物ある

いは培地の刺戟が強すぎたことも考えられる.

IV考 察

菌が程度の差 こそあれ変異することは,あ まね

く知 られている事実であり,こ のような現象は自

然界において菌の生活環境 を通 じて絶 えず行なわ

れているし種々の感作 を与 えて人為的に変異 を起

すことも可能である.

坂崎1)は チフス様症状のもとに死亡 した鶏 より

分離 したSalmonellaのH抗 原について追求 し,

分離当初は未知の因子(Zx)を 有 していたが,8

カ 月 を経 て再 検 した ところ,Sal.essenと 同様

な因 子 に変 化 し,吸 収 試 験 の結 果 も明 らか にSal.

essenと 一致 し,そ の 他 の生 物 学 的 性 状 もほ ゞ一

致 した との べ この8カ 月後 の もの を,そ の抗 血 清

加 培 地 で培 養 す る と,17代(32日)に して該 菌 の

H抗 原 を分 離 当初 の も の と同 一 な も の に復 帰 せ し

め えた.ま た 標 準Sal.essenに 同様 操 作 でそ の

H抗 原 を鶏 よ り分離 当初 の もの(Zx)に 転 換 す る

こ とが 出 来 た との べ,か く して この未 知 な(Zx)

因 子 はSal.essenの もつ 因 子 よ り変 化 した もの

で あ る こ とを確 認 して い る.そ して お そ ら く,も

とも とSal.essenと 同 一構 造 で あつ た もの が,

動 物 体 内 で変 異 を した の で あろ う との べ て い る.

村 瀬2)ら は,鳥,魚,豚 よ り従 来 一般 に認 識 さ

れ て い る豚 丹 毒 菌 を分 離 し抗 原 の性 状 等 に つ き比

較 して血 清 学 的 に差 が あ る こ と を認 め て お り,ま

た同 種 類 の動 物 か らの もの も必 ず し も同 じで な い

成 績 を得 て お り,川 島 と安 藤4)も 変 異Brucella

菌 に っ き,そ の性 状 を詳 し く報 告 して い る.こ れ

らは 自然 に認 め られ た菌 変 異 で あ るが,一 方,人
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為的に諸感作 を加 えて変異菌を作出した報告も多

数 ある.小 川4)はGartner菌 につき,そ のR型 出

現は菌の発育に不都合な因子の存在が主な要素の

ようであるとのべている.

一方嫌気性菌特にClostridium chauvoeiを

人工的に変異 させた報告は きわめて少 く,た ゞ,

高沢5)は ブ ドウ糖加ペプ トン水に無水炭酸ソーダ

を0.2%の 割に加え,さ らに鶏肝小片をこれに加

えた培地(PH7.6)に 本菌を24-48時 間培養後

普通寒天斜面に移植することによつて きわめてま

れに好気的に発育する菌株 を得た とい う報告があ

るにすぎない.こ の変異株は毒力が次第 に減退す

るが,復 帰試験により復元するとのべている.

著者は,近 藤 と杉村6)が豚丹毒菌のアクリフラ

ビン耐性無毒株 をつ くつた方法 を応用 してClo-

stridium chauvoeiの 弱毒変異株 をつ くることに

成功 した.す なわちS型 の0株 とH株 より,R型

のO.R株,H.R株 をつ くつた.こ の変異株は運

動性や芽胞形成の減弱生存期間の短縮等がみられ

た.ま たH.R株 は牛乳凝固性が陰性で酵素性変

化がみられ,菌 の代謝の変化がうか ゞわれる.変

異株では生存期間がはるかに短 くなつたが,こ れ

は芽胞形成能の低下によるもので あ ろ う.し か

し,な かにはまだ芽胞形成能のある個体 も残存す

るようで,こ のような菌は相当長期間生存する.

さらにイスラビン加培地 を継代することにより,

芽胞形成能が完全に消失するかどうか,今 後の問

題である.

血清反応において,小 島7)は赤痢本型菌,異 型

菌,大 原菌等について,S型 およびR型 菌の抗原

構造に関 し,SR変 異の血清学的分類学的研究 を

行った中で,志 賀菌ならび に 大原菌 に おいては

S.R問 に血清学的独立性 を有し,ま た異型菌のS

型血清にはR型 菌は凝集 されないが,R型 血清に

はR型 のみならずS型 菌も凝集すること,な らび

にS型.血 清のR型 菌による吸収血清は型特異的に

なることなどを認め,沈 降反応でもこのことを認

めたとのべている.長 田8),城 谷9)ら も変異コレ

ラ菌について,S.SR.R型 菌に共通抗原およびそ

れぞれ特異抗原のある事 を認めている.

坂 崎10)はSal.mikawashimaを 人 工 的 に 変

異 せ しめ た もの は,生 物学 的 に も血 清 学 的 に も,

Sal. bareillyあ るい はSal. thompsonと 全 く区

別 出来 ない もの とな り,Sal. mikawashimaは

Sal. bareillyの 変 異 菌 で あ ろ う との べ てい る.

昆野 と越 智11)は,Clostridiumchauvoeiに つ

い て 系 統 的 に詳 細 な血 清学 的 研 究 を行 い,Clostri-

diumchauvoeiは 血清 学 的 に ほ ゞ均 一 性 で あ る

こ とを のべ てい るか,著 者 もClostridiumsepti。

cumのS型 株 に つ い て し らべ た ところ,そ の事

実 を認 め てい る.

著 者 のS型 菌 か ら変 異 させ たR型 菌 は被 凝 集 性

が常 にS型 菌 よ り低 い.そ れ はR型 菌 は運 動 性 が

ほ とん ど認 め られ な い と ころ か ら,あ るい は べ ん

毛消 失 の た め,被 凝 集 性 が低 下 した の で は な い か

と思 わ れ るが,べ ん 毛 に つ い て は鏡 検 に よ り検 査

して な い の で この 点 に つ い て は,は っ き りい えな

い.ま たR型 菌 は 抗Clostridium septicum血

清 に凝集 す る よ うに なつ た.

さ らにS型 菌 とR型 菌 とそ れ ぞ れ 対 応 した 血 清

で交 叉 吸 収 反 応 を行 な う と,お の お の吸 収 し きれ

ない1部 を残 す.こ の こ とは,S型 か らR型 に変

異 した こ とに よつ て,S型 の 抗 原 の1部 が 失 わ

れ,別 の抗原 を獲 得 した こ とを示 す.す なわ ち抗

Clostridiumsepticum血 清 に 対 し,S型 菌 は

凝 集 しない の に,R型 菌 は 凝集 す る よ うに な り,

抗Clostridiumsepticum血 清 をR型 菌 で吸 収

す る とR型 菌 は凝集 しな くな る.ま た 抗R型 血 清

をClostridium septicumで 吸 収 す る とR型 菌

の凝集 価 は低 くな る の で,変 異 に よ りR型 菌 は,

Clostridium septicurnと の共 通 抗原 を あ らた に

獲 得 した と思 わ れ る.

しか し抗Clostridiumsepticum血 清 をR型

菌 で吸 収 した の ち もClostridium septicumの

凝 集 価 はほ とん ど変 らない し,抗R型 血 清 にClo-

stridium septicumは 凝 集 しな い の で,こ の関

係 は今 後 検 討 す べ き問題 で あ る.

しか し眞柄12)はWeinbergの 実 験 を 紹 介 し,

Clostridium chauvoei中 に はClostridium

septicumと の両 方 の 抗 血 清 に よ つ て 凝 集 され
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表11交 叉凝集反応

註:C・S=Clostrldium

septicum

● 凝 集 ○ 非凝 集

表12吸 収試験

註:C・S=Clostrldium

Septicum

● 吸收 ○ 非吸收

△ 一部吸收

● 対R型 坑 体 のみ吸收

る共 通 抗 原 を もっ もの が あ る ら しい と述 べ て い る

し,ま たWeinbergお よびMihailescoは 抗Clo-

stridium septicumi血 清 は あ る程 度Clostridium

chauvoiの 感 染 を防 ぎ,両 者 は近 縁 関係 に あ り,

また両 菌種 間 に は,中 間 種 が あ る の で は な い か と

の べ て お り,こ れ らの 菌 が,ど の よ うな性 質 の も

の か詳 細 な点 は不 明 で あ るが,著 者 の実 験 成 績 と

く らべ興 味 深 い.

以 上 の成 績 をわ か り易 く表 示 す る と,表11,12

の通 りで あ る.

病 原 性 につ い ては,変 異 菌 のO.R株,H.R株

とも,そ れぞ れS型 菌 に比 し,そ の低 下 が認 め ら

れ る が,こ の場 合 は,菌 をそ の培 養 液 と共 に モ ル

モ ヅ トの皮 下 に接 種 して比 較 し た 場 合 で あ り,

Clostidium chauvoel感 染が 実験的に成立 し,

動物 を斃死 または重篤な症状にいたらしめるため

には,ま ず毒素の存在が重要な条件であることか

ら,こ の毒素のために,組 織が工死に陥つた場合

に菌の増殖 を来たし感染が成立するようである.

今,一 定量のClostridiumchauvoei培 養液 を

菌体部 と液体部に分け,洗 瀞 した全菌と全培養液

を別々にモルモ ットに接種 した場合,洗 瀞菌接種

群には感染が成立 しない場合が多いのに,全 培遠

液接種群は斃死する場合が多い.こ のようなこと

か ら菌 量のみによる病原性の強弱此較はClostri-

dium chauvoiの 場合適当でないことを別の実

験で認めている.

今回報告の実験におけるモルモ ットに対する病

原性検査の結果,R型 菌接種の斃死モルモ ットの

解剖所見や培養所見からR型 菌がモルモ ット体内

で増殖 した傾向は認められないことか ら培養液中

に産生 された毒素による斃死 と考 えるべきであろ

う.

著者のみたR型 菌接種動物の剖検変状は小島13)

らが強毒Clostridium chauvoei S型 菌培養液

中のアグレツシンのみを大量接種 した場合に斃死

したもの 剖ゝ検変状 と同様であり,ま た培養液に

ホルマリンを加 えて殺菌 した死菌含有のホルマリ

ン,ワ クチンを大量接種 した場合の斃死例に極似

してお り,R型 菌接種モルモ ットの致死原因も,

この培養液中の毒素によるものと思われる.し か

しまれにR型 菌接種後早期に斃死 したもの 接ゝ種

局所から,接 種菌を回収できた例 もある.

近藤,杉 村14)らが気 しゆ疽 ワクチンの研究報告

でのべているように著者 も別の実験で,気 しゆ疽

菌体ならびに無菌培養濾液 とも免疫原性のあるこ

とを確かめている.し かし著者の試験の範囲内で

は,一 定量の培養液に菌を培養 したものにつき,

菌体 と培養濾液 とに分けて,そ れぞれ免疫賦与ガ

を比較 した場合菌体は培養濾液(毒 素)に 此較 し

てはるかに弱いことを認めた.

いずれにしてもR型 菌接種モルモ ットにみられ

た免疫は,お そ らく大部分この培養液中の産生毒

素によると考えられる.従 ってR型 菌による生菌
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免疫は死菌ホルマリン,ワ クチン,ま たは無菌ア

グレッシン,ワ クチンど類似の効力のものと思わ

れる.

V結 論

1.イ スラビン加培地継代通過により,Clostri-

dium chauvoeiのS型 菌よりR型 菌が形成され

た.

2.形 態上R型 菌は明らかにS型 菌と相違 して

いるが,生 物学的性状ではほとんど相違 を認めな

かつた.た ゞし牛乳凝固性に おい て,変 異菌の

H.R株 は異つた態度 を示 し,こ れを凝固しなかつ

た.

3.R型 菌についての血清学的検査の結果次の

ことがわかつた.

(1)Sお よびR型 菌は共に共通抗原 を有する

がS→Rに より,R型 菌はS型 菌の抗原の一部 を

失い,あ らたにS型 菌で吸収 されない特異抗原 を

獲得 した.

(2)R型 菌はS型 菌に比し家兎に対 しての抗

体産生能力および被凝集性が低下 している.

(3)R型 菌は抗Clostridium septicum血

清に対 し,S型 菌は凝集 しないのに凝集する性質

を保有するようになつた.

この血清中のR型 菌に対する凝集素はR型 菌で

吸収される.

し か し こ.の場 合Clostridium septicumの 凝 集

価 は,吸 収 前 と大 差 は な い.

(4)Clostridium septicumは 抗R型 血 清 で

凝 集 さ れ な い.

しか し,こ の 血 清 をClostridium septiculnで

吸 収 す る と吸 収 前 に 此 しR型 菌 に 対 す る 凝 集 価 は

低 下 す る.

4.R型 菌 はS型 菌 に 此 し,病 原 性 は 著 し く減

弱 して い る.こ れ を 肝 々 ブ イ ヨ ン で 復 帰 継 代 培 養

した が 病 原 性 の 復 帰 は 認 め られ な か つ た.

5.R型 菌 生 菌 免 疫 能 はS型 菌 ホ ル マ リ ン 死 菌

ワ ク チ ン の 免 疫 能 よ りや ～お と る 成 績 で あ つ た.
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Studies on the Variation of Clostridium chauvoei

T. OHCHI

(National Institute of Animal Health, Hokuriku Branch Station, Kashiwazaki, Japan)

Cl. chauvoe appears in tissues and cultures as a straight, roundended rod measuring

-about 0 .6 X 3-8ƒÊ. It usually appears singly, and this fact is useful in distinguishing

it from Cl. septicum and other anaerobic bacilli which frequently occur in materials

suspected of blackleg which is similar to gasgangrene in human beings. Cl. septicum

usually occur in long chains or in long filament. Spores are oval and appear excen-

trically, swelling the rods into lemon-shaped structures. Very young cultures are

motile by means of pertrichic flagella. It is strictly anaerobic and will not grow on

ordinary glucose agar. The addition of blood or tissue makes ordinary broth and agar

favorable for it. It grows well on all media made with a liver extract but not luxuriantly.

Deep colonies in tube agar are delicate and compact, being lensshaped. In liver-liver
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broth the fluid becomes moderatly clouded. Gelatin containing a little serum is slowly

liquefied, and a few gas bubbles are formed. Acid and gas are formed from glucose,

levulose, galactose, maltose, lactose, and sucrose. Inulin, mannitol, glycerol, rhamnose,

and dulcit are not fermented. All strains produce antign for agglutination, which.

is kowever not shared with Cl. septicum.

This organism exists in the soil, and when pastures or grazing grounds once

contaminated with it, it will infect ruminants, susceptible to the diseasease especially

cattle year after year. The disease seems to be a wound infection and to be similar

to gasgangrene in human beings.

In rare cases, some strains form R type colonies in tube agar, which are very

simiar to those of Cl. septicum, and it is very difficult to distinguish them from Cl.

septicum from the point of the shape of colonies, and the characters of R type is not.

clarified yet. Therefore, the author made a variant of Cl. chauvoei, R type, by means

of serial passage through liver-liver broth added with acriflavin and compared the

characters and pathogenecity between S type and R type straits.

1) Artificial variation of chauvoei.

Virulent strain Hokkaido (II) or Okinawa (0) was cultivated in liver-liver broth

added with acriflavin at 0.01% for 72 hours at 37•Ž, thereafter a drop of cultivated.

broth was poured in tube agar. A deep colony in the tube agar was fished and inoculated.

in acriflavin-added liver-liver. broth. Thus, the cultivation was carried out alternately

and S type colonies variated to R type. In case of the strains O.R type, colonies of

30-80 generations of serial passage and in case of the strains H.R type, colonies of

50-110 generations were used for experiments. The former was named as O.R and

the latter H.R.

2) Bio-chemical charactrs of R type organisms.

a) R type colnies of both strains are very similar to those of Cl. septicum, and

the organisms occur in long filament like Cl. septicum.

Spores were not readily formed. The organism dcmonstrated a lesser degree of

resistance to the heating and survived for a shorter in refrigerator than S type. Even

young cultures became much less motile suggesting the loss of flagella-

b) There is no difference in fermentation of sugars between S type and R type,

but only strain H.R lost its coagulability of milk.

3) Sero-reaction in case of R type.

Original strains 0 and H, and variant strains O.R and H.R were used for making:

antiserum by means of hyperimmunization against rabbits. In addition to these strains,.

Cl. septicum was used to prepare hyperimmunized serum to compare the antigenicity

of both bacilli.

a) S type organisms (O and H) could not absorb the and-R serum completely leaving;

a part of antibody unabsorbed R. type organisms showed simiar results. Namely, it

might be said that R type organisms lost a part of S type and was shared with other-
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antigen.

b) R type organisms showed a decrease of the ability in producing antibody in

rabbit and of agglutinability in contrast to the S type organisms.

c) R type organisms showed the agglutination to and-Cl. septicum serum , but not
after absorption with R type organisms. However, the agglutination of Cl . septicum
to homo-serum did not change before and after absorption with organisms. Anti-R

type serum did not agglutinate Cl. septicum, but agglutination titer to R type decreased

after absorption with Cl. septicum.

From the results mentioned above, it may be concluded that some antigens of R

type organisms were shared with Cl. septicum instead of losing a part of antigens of

the S type organisms.

4) Pathogenecity of R type organisms.

Although guinea pigs were easily infected by inoculation with 0.1 ml of liver broth

culture of S type, most of guinea pigs inoculated with 10 ml of the culture of R type

survived. The low pathogenecity of R type organisms did not recover by serial passage

through favourable media.

5) Immunogenicity of R typeorganisms.

Guinea pigs immunized with 1-15 ml of the culture of R type organisms showed a

complete resistance against challenge with 2 MLD of spores of virulent strain (0 or H).


