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I.緒 言

amino酸 分 子 の末 端 の-COOHの 離 脱は,

特 異的なamino酸 脱 炭酸 酵素に よつて行

われ,そ の結果対応す るamineを 生 ずる

R・CH・NH2・COOH→R・CH2・NH2+CO2

事 は, Stephenson1), Gale2) 3)等 は,細 菌生

理面の研究について報告がある.ま た本邦に

於いて平井,佐 々木等4)ら は 腐 敗 現 象 の 面

か ら報告.赤 痢菌のみについて も泉一門5)は

試験管内でhistamineを 生 成 す る事 を 証 明

し,最 近では小笠 原等6)-11)に よ りShigella,

 Salmonera 90株 を 用いamino酸 脱 炭酸 酵 素

の存在を報告 し,相 磯12)はproteus morganii

のhistidine脱 炭 酸酵素の特異性についての

知見がある.

著 者は前報に於 いて食 中毒例 より分離 した

Sh. sonnei強 毒株を供試 して, S型, R型 菌

の性状,主 として動物 に対す る毒力の面を劇

性食中毒原因を 考 慮 しな が ら 実験 を行い報

告 した が,今 回 は この 強 毒 株 を供 試 して

histidine代 謝 の生理面を追求 した.

II.分 離Sh. sonnei菌 による

各 種 培 地 内 の 発 育様相 と

pHの 移動及びglucose利 用

について

1.実 験材料及び方法

供試菌:前 報で述べ た分離株の畠山,甘

酒両株を用いた.

使 用培地:

A.ブ イ ヨン(若 干量V. B6添 加)

B.ペ プ トン水(〃)

C.合 成 培地

KH2PO4 1.0gグ ル タ ミン酸0.5g

MgSO4・7H2O 0.001g

ア ス パラギン酸0.2g NaCl 0.5g

V.B6 0.001gニ コチン酸0.03g

蒸 溜水11

是 等 の地培にglucose及 び 比較実験 として

maltoseを2%に, I-histidineを0.2%に

加 えた. pHはpH 5.0, pH 7.2の 二 通 り

に調製 し,培 養は上記培地を試 験 管(25ml

容),及 び 三角 フラスコ(100ml容)に 分注

し,供 試 菌を接種, 37℃ に 培 養1した,即 ち

O2に 対 する培養条件 をか えて実験 した.

菌 の発育状態 とpHの 推 移 は 光 電 比色計

(島 津製), pHメ ー ターを用いて測定 した.

培 地中のglucose量 は ジニ トロサル チル酸

法13)に よ り比色定量を行 つた.

2.実 験 成績

1)始 発pH 7.2に 於 け る三 角 フラスコ,

試 験管内発 育 の 様 相 とglucose消 費 量及び

pHの 移動.

三 角フラス コ培養に於け る発育曲線等 は図

1, 2,表1に 示 した.

本 培養 中のS型, R型 の発育様相に於いて
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第1図　 フラス コ ・試験管培 養条件に於け るS-R型 発 育 曲線pH 7.2

第2図　 フラスコ ・試験管,培 養に於 ける培地 のGlucose消 費 菌線

第1表　 pH移 動glucose添 加 ペプ トン培地

試 …… … 試験 管　 フ… … フ ラス コ

発育速度に幾分の差異が見られる.即 ち両型

共に培養3時 間には増殖を認めない. 8時 間

に至るとR型 菌はS型 菌に比して急激な増殖

を示している.が16時 間に至 りS型 菌の発育

は急速に進み24時 間には両型の発育曲線は一

致する, 42時間には24時間 と殆んど同様であ

り, 72時間には却って幾分の減少を示主 又

その際培地中のglucose量 は8時 間後,発 育

逆にS型 菌の方がやや消費が大である.

この際pHの 推 移は,培 養 時間を経るに従
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い下 降 し, pH 4.6迄 の 低下を示 した.

試 験管 内培養成績 は三角 フラスコ培養 と対

比 して表1, 2に 示 した.両 型共に フラスコ

培養下 よ り発育は不良であ る.特 にR型 菌に

於いて著明である.又glucose消 費 量につい

てもR型 菌の消費はS型 菌 よりほぼ多い.

一般 に試験管培養下に於 よては ,フ ラスコ

培 養 下 よ り大 量のglucoseを 必 要 とす る.

 pHの 移 動はglucose消 費 と同 様培養終始 に

フラスコ培養下 よ り著 しく下降 した.

2) pH 5.0始 発

始発pH 5.0に 於け る発育 とglucose及 び

pHの 推移 の関係は, pH 7.2と 同 様であ る

が,図3表2に 見 られ る如 く,菌 の消長は短

第3図　 フラス コ ・試験管培養条件下に於け るS-R型 菌 発育菌線pH 5.0

第2表　 pHの 移 動glucose添 加 ペプ ト

ン培地

試………試験管

フ………三角フラスコ

縮 し,培 養16時 間 を頂 点 とし以後発育曲線は

下降 した.こ の 時 のpHは, pH 7.2に 於 け

る最 終pH 4.45よ り更 に低下 しpH 4.3迄

に下 降す るのが見 られた.

3) maltose添 加 に よる比較

発育はglucose添 加 に劣 り,又pHの 推 移

も前者で見られ る程の低下を示 さないが. S

型, R型 及 び フラスコ,試 験管 の間の発育関

係は同様に見られた.

な お,実 験は ブイヨン,ペ プ トン水,合 成

培地内で各 々行ったが,表 は全てペプ トン水

の成績 を記載 した.又maltoseの 消 費は此処

では測定 しなかつた.

第4図　 フラスコ ・試験管培養 条件下に

於け るS-R型 菌 の発育 曲線

maltose添 加
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第3表　 pHの 移 動maltose添 加 ペ プ

トン培地

試 …… 試 験管　 フ… … フ ラス コ

III.分 離Sh. sonnei菌 のhistidine

 decarboxylation(Paper-Chro

matographyに よ る定性定量的

検索)

1.実 験 材料及 び方法

使用培地: IIで 発 育, pHの 推 移の観察

に用いた培地を使用 した.

供 試 菌: 37℃ 16時 間 上記培地内で培養

後 集菌 し,滅 菌蒸溜水で洗滌 し,菌 浮遊液 と

して使用 した.

作 用方法14)

1.醋 酸 緩 衝液(pH 4.5)+M/20

histidine+静 菌

2.醋 酸 緩衝液(pH 4.5)+M/20

histidine

3.〃 +静 菌

ペーパークロマ トグラ フの実施15):上 記

の方法で作用後,各 々に局方純 アルコールを

10倍 量加え,一 夜氷室に放置後遠心 し菌体を

除去,蒸 発皿 に 上 清 を 移 し,加 温乾固後,

 0.5mlの 蒸 溜水を加 え,毛 細 管で東洋濾紙

No. 50に 附 着後,気 密硝子円筒 内で醋酸 ブ

タ ノール水(4:1:2)を 溶 媒 として展 開し

た.呈 色は0.1%ニ ン ヒ ドリンブタノール液

を噴霧後加温 して発色 させた.

2.実 験成績

glucose添 加 各条件の発 育菌のhistidineに

対 す る態度 を見る と図5に 示 した如 く,ク ロ

マ トグラム上にhistidine以 外 の新たなspot

を(対 照 として附着 したhistamineのRf値

と同値)見 た.

第5図　 Sh. sonei.分 離 株 脱 炭 酸 酵 素 形 成

展 開;ブ タ ノ ール 醋 酸 水(4:1:2)

呈 色; 0.2%ニ ン ヒ ドリンブ タ ノ ール

glucose無 添 加 発 育 菌 に つ い て は,如 何

な る培 地,作 用 時 間 の 延 長 に よつ て も,

 histidine以 外 の何 らのspotを 認 めなか つた .

また市販 のHistamine-HClを 稀 釈 附 着 し,

定 性的定 量の目安 として対比 して推測を行つ

た所表4に 示した成績を得た.即 ち作用時間

が長 くな る程spotは 著 明に現われ, S型 菌

では48時 間 には10mg/mlのspotに 符 号す

る鮮明度 のspotを 得 た.

各種糖類添加培養菌を作用 し比較実験 を試

みたこがglucose 24時 間(+), maltose, mannose

 48時 間(+),他 は(-)で あつた.

第4表
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IV.分 離Sh, sonnei菌 のhistidine

 decarboxylatlon(Warburg

検 圧 計による)

1.実 験 材料及び方法

Paper-Chromatogram上 でhistamineを 証

明 し得たので,前 章同様糖類添加ペプ トン水

に培養 した本 菌 の生 菌2mg(乾 燥 重量)を

醋酸緩衝液(pH 4.0)に 入 れ, Warburg検

圧 計を用いて炭酸 ガス産生を調べた.

2実 験成績

1) pH相 異下培養菌の比較を行つた所,

図6の 如 く, pH 5.0始 発 菌の活性が高 い.

第6図　 培養pH.相 異下 に於け る脱炭

酸酵素活性

2) S型R型 の試 験管,三 角 フラスコ培養

条件下に於 いて, S型 はR型 菌を上廻 る活性

を示 し,試 験管 も同様,フ ラスコ培養 菌よ り

やや高い(図7).

第7図　 S・R型 菌の フラス フ ・試験 管

培養菌 脱炭酸酵素活性

3)各 種糖類添加培養菌比較に於 いて図8

に 示 した 様 にglucose,次 い でmaltose,

 mannoseの 活 性に比 し,他 糖類添加培養菌の

活性は認めない.

4)糖 類 無添加培 養 菌のhistidine脱 炭 酸

活性を見た実験 では,ペ プ トン水培養では培

第8図　 各種糖類添加培地培養菌

脱炭酸酵素活性比較実験

養16時 間にpH 4.5迄pHの 下 降は見 られな

いので亘に於け るglucoseペ プ トン水 の時間

経過のpHの 推移成績 に準 じて,時 間毎に氷

醋酸を滴下 し,培 養16時 間 にpH 4.5を 得 た.

本 菌を集菌し,脱 炭酸活性を見たが全 くCO2

の発生 は見 なかつた.

5)上 記Warburg検 圧 計で作用 した容器

内液を遠心 し,菌 体 を除 きIIIと同 様, Paper-

Chromatographyに よつて検べた所, 4)の 糖

類無添加培養菌を供試 した場合を除いて,他

の濾液 よ りhistamineの 産 生を認 めた.

V.甘 酒 内の本菌の発育消長並

びに脱炭酸酵素形成

1.実 験材料及び方法

岡等16)に よ り劇症食中毒の原因究明 が広範

囲に行われ, Sh. sonneiを 甘 酒か ら分離す る

と共に中毒直接 の原因が 自家製 甘酒を飲用 し

た事に よる事が 知 られた.著 者は起因 となつ

た甘酒内の本菌の生理面 を追求すべ く,同 家

の調製法によ り作製 し,甘 酒内 の本菌の発 育,

 pHの 移 動,脱 炭酸酵素形成について検 索 し

た.

甘 酒調製 法:岡 等16)に よ り記載 された方

法で調製24時 間後5倍 に うす め遠沈 し,上 清

を得,直 ちに滅 菌し,本 菌を接種 し観察に供

した.な お この時 のpHは5.2で あ つた.

2.実 験成績

甘酒内の発育は,ペ プ トン水培 養に劣 るが

12～16時 間 には,接 種 時1に比 し,遙 か な増殖
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第9図　 甘 酒 中 のSh, sonnei発 育 曲 線

が 見られ る.が, pH 5.0ペ プ トン水 と同様

16時 間を頂点 として以下減少を示す図9).

此事 は先 のpH 5.0ペ プ トン水培地 培 養菌

の消長 の短縮 と同様で あ り,又 この時のpH

の 移動 もほぼ同様であつた.

又,甘 酒上清をペプ トン水に加え,同 時に

histidineを0.2%の 割 に添 加 し, 16時 間 培

第5表　 甘酒ペプ トン 水 培 養 菌pHの

移動

試……試験管　 フ……フラスコ.

脱 炭 酸 酵 素 活 性

養後 作 用 し, 8, 18, 24時 間 作 用 上 清 の

Paper-Chromatographyに よ る脱炭 酸酵素形

成 を見た所,表5の 如 く18時 間 以後Hista

mineのRf値 にspotを 得 た.

VI.本 菌 のacetone powder

によ る脱炭酸酵素 活性

1.実 験材料及び方法

使用培地:前 記 に示 した如 く,本 菌のhisti

dine脱 炭酸 酵素 活性 を知つ たので,今 回は,

以 上の活性 の高 い菌を得 るため, V. B6若 干

量並びにyeast ertractを 加 え,基 質 と して

の0.2% histidineを 同 時に2% glucoseペ プ

トン水に添加, 37℃ 16時 間 培養を5代 継代

した.

ア セ トン乾燥17):培 養 菌を遠心 し,集 菌後

M/50燐 酸 緩 衝 液(pH 5.0)で 洗 滌 し,菌

浮遊液に-10℃ に 冷却 した アセ トンを徐々

に加 える.数 分後吸引濾過 し,更 に冷 アセ ト

ンを加 え菌濁液 として,真 空乾 燥器 中で強 く

吸 引し乾燥菌体を得た.

この 菌体 を醋 酸 緩衝液(pH 4.0)と 共 に

乳鉢 中で磨砕 し, Warburg検 圧 計 で 脱炭酸

活性 を検べた.

2.実 験 成績

図10に 示 した如 く,分 離株acetone powder

の脱 炭酸活性はglutamine酸, asparagine酸
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第10図　 acetone powderの 基 質 特 異 性

acetone powder 20mg,基 質(10-1M)37-5℃

に 対 して 脱 炭 酸 活 用 を 示 さず,特 異的に

histidineを 脱 炭酸 し,そ の活 性 も高 度 であ

る.

VII.総 括 及び考按

以上食中毒例か ら新 し く分 離 され たSh.

 sonneiのS型 菌及び之か ら解 離 したR型 菌を

用いてその発育の状態並 びに培地pHの 推移

を時間的 に追究す ると共 に種々培養条件を異

にす る菌 のhistidineに 対 する態 度 を検討 し

た.

ア ミノ酸脱炭酸酵素 の研究はStephenson1),

 Gale2)に よ り酵素学的に,形 成機転,助 酵素

と重要な知見が明 らか に さ れた.即 ちGale

は細 菌のア ミノ酸脱炭酸酵素産生には次の条

件が必要であ ると述べてい る.

1.基 質 の存在.

2.一 定 温度.

3,大 部 分の酵素は補欠分 子簇 としてピ リ

ドキサール燐酸 を要 し,若 しピリ ドキサール

燐酸 或は ピ リ ドキシンを合成 する能 力を欠 く

場合 には加える必要.

4. active celldivisienが 止 む 時 期 あ た り

が産生 の至適 時期であ る.

5.細 菌 の発育増殖は酸性 のpHに 於いて

培養 を行 う.

の5点 を指 摘してい る.更 に細菌 に於けるア

ミノ酸脱炭酸酵 素の分布は非常 にまちまちで

あると述べ ている.小 笠原等は赤痢菌6) 7) 8),

大腸 菌9),パ ラ コロン10),コ レ ラ菌14)等 を 用

いて脱炭酸 反応 を検索 し,酵 素の性格 を吟味

している.

著 者は前報 に於いて 分 離 株 のmouseに 対

す る毒 性, S型, R型 の性状に関する研究 を

報告 した.今 回 の研究成績を要 約する と,次

の如 くである.即 ち本菌は至適pH 7.2～7.4

とし酸性側ではpH 4.5ま で の範 囲 内で は高

度の発育を示したが,凡 そpH 4.3以 下 に低

下す ると菌 の増殖 は見られない.

一般 に実験室で試 験管 ,三 角 フラスコ内で

培養を行 う際,幾 分発育 の相異が見られ る.

分離株 のS型, R型 を 試験管 内,三 角 フラ

ス コ内 の条 件 下で発 育の性 状 と培 地 内 の

glucose消 費 量, pHの 移 動を追求 した結果,

フ ラス コ内 で はR型 菌 がS型 菌 に 比 して

glucoseの 消 費が少いに も拘 わ らず,発 育が

良好であった.一 方試験管内では,フ ラス コ

内 とは逆にglucose消 費 大なR型 菌がglucose

消 費 の少いS型 に比し発育は不 良であつた.

 pHの 移 動はglucoseの 消 費 と平行 関係を有

し,そ の大 きい程,急 激なpHの 低 下が見

られる.こ れ 等 はS. typhi 57S, 57Rを 使

用 して,好 嫌気性 下 の 発 育 とglucose消 費 を

測定した教室薪沢18)の成 績 と同傾向 を示 した.

次 に接種 時, pH相 異 下 の発 育 様 相は,

 pH 7.2培 地 発育はpH 5.0培 地 に比し,遙 か

に良好であることは勿論であ るが,前 者に於

いて24時 間で発育頂点にな るに対 し,後 者に

於 いては16時 間を頂 点 とし以下時 間経 過につ

れて減少 を 示 し た.然 し脱 炭酸 活性はpH

 7.2培 地 発育菌 よ りpH 5.0培 地 の発 育菌 の

活性度が高い.

こ の事は当教室秋 副9)が 指摘 している如 く,

菌 の環境が悪 るければ悪 い程発育はわる くな

るが,菌 は環境をよ くす る機構乃至能 力を強

く持つ よ うにな り脱炭酸活性が高 くなる と考

えられ る.

な お本菌 の甘酒内の発育消長は,岡 等16)は

集 落上よ り菌 の増殖を報告 している,著 者は

岡等16)と 同様起因 となつた甘酒 と同一製法で

作 製 し, 24時 間 室温に放 置,後5倍 量 の蒸溜

水を加え,遠 心上清を得,滅 菌 して本菌 の発

育, pHの 移 動 を観察 した.発 育消長, pH移

動 はpH 5.0培 地 と同様,又 集落上で岡等が

指摘 した消長の短縮 が見 られた.
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この甘酒上清をペプ トン水に加え, Paper-

Chromatographyに よつて脱 炭酸酵 素 形成を

検べた所, glucose添 加 ペプ トン水 培 地 培養

菌 と同様, histamine Rf値 と同値 のspotを

促 えた.是 等の如 く分離株 の脱炭酸酵素形成

能 を知つたのでGaleが 確 立 したacetone処

理 菌 を用 う方法によつて,本 菌 の脱炭酸 活性

を検 討 した.こ の 試 み は 教 室 秋 田19)も,

 E. coli communis acetone powderに よ る

glutamine酸 脱 炭酸酵素の研 究を行 つた.著

者 は秋 田等17) 19)の 方 法 に 準 じ て 本 菌 の

acetone powderを 用 いてhistidine特 異 的脱

炭酸酵素の存在 を明 らかにした.而 して以上

の成績か ら,本 菌 の甘酒内の発育増殖 の可能

性,又 ア ミン産生能を高度 に保 有している事

を認めた事,又 前編で示した甘酒内培養菌の

強毒力を有す る事等か ら推測す ると,本 菌の

混入発育せ る甘酒 の生 の飲用,大 量摂取は食

中毒の有力な原因 とな り得 るであろ うと考え

られ る.

VIII.結 論

新 し く分 離 したSh. sonnei S型,こ れか

ら解離 したR型 菌 を併せ その生物学的性状に

ついて実験を行つた.

1. S型 及 びR型 菌を三角 フラス コ,試 験

管に培養 を行 うに,フ ラスコ培養菌ではR型

菌はS型 菌に比 し, glucose消 費 が 少いに も

拘わ らず 発育は良好であ り,試 験管 内では之

とは逆にglucose消 費 の大 きいR型 菌 の発育

がS型 菌に比 し劣 る.こ の場合 に於け るpH

の移動はglucoseの 消 費量 と平 行 関 係 を 有

す る.

2.本 菌 はPH 7.2～7.4に 於 いて最 もよ

く発 育し, pH 4.3に 下 降する と,増 殖 は 完

全に阻止 され,又pHの 移 動 と菌の発育頂

点 とは相間関係を示 している.

3. ペ プ トン 水にglucose, maltose, man

nose, lactose, sucroseを 添加 した培地に発育

した 菌を用いて,分 離 株 の1-histidine脱 炭

酸酵素活性 をPaper-Chromatography, War

burg.検 圧 計に より検べ る と, glucose, maltose,

 mannose加 培 地発 育 菌 に於 てのみCOs発 生

と, histamine産 生 を認 め た.そ して脱炭酸

活性 はpH 7.2培 地 よりpH 5.0培 地 に発 育

した菌の方が高い.

4.上 記 実験に於 て三 角フラス コ培養菌 と

試験管培養菌 とを 比 較す るとhistidine脱 炭

酸活性は後者 の方が高 い.

5.甘 酒 内培 養では,起 発pH 5.2か ら培

養経過 と共にpHは 低下 し48時 間ではpH

 4.3～4.8を 示 し,培 養16時 間 をすぎ ると増

殖は減少するが菌 の発育は可成 り著明である.

6. histidine加glucoseペ プ トン水培養16

時 間菌 のacetone powderは1-histidine脱 炭

酸酵素活性 を有 し,基 質特異的に作用す る.

終 りに臨み終始御懇篤なる御指導と御校閲を賜つ

た恩師村上 栄教授に深甚の謝意を表し,併 せて御

協力下さつた岡　好万氏に厚 く御礼申上げます.
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Studies on the Biological Nature of Sh. sonnei Newly Isolated

Part 2

On the Amino Acid Activity, Especially on the 1-histidine 

decarboxylase Activity Induced by Sh. sonnei

By

Ryosuke Kobayashi

Department of Microbiology, Okayama University Medical School
(Director: Professor Dr. Sakae Murakami)

There are just as many reports on the 1-histidine decarboxylase activity of dysentery 
bacilli as those on the other bacteria.

In the course of elucidation of the causative factors of violent food poisoning that occurred 
in the Okayama Prefecture in 1953, the author has made a report on the S-R dissociation 
and the virulency of Sh. sonnei in the Report 1. In the present report the biological nature 
of the virulent strain is described.

1) Sh. sonnei grow most rapidly in the medium whose optimal pH is 7.0-7.6, but when 
the pH falls under 4.3 the growth of bacteris is completely inhibited: and in addition, the 

peaks of the growth are correlated with changes in the pH of the medium.
2) In the cultures performed in test-tubes and flasks, R-type bacteia grew in the flask 

much better than S-type, while on the contrary in the test-tubes R-type bacteria growth was 
inferior to that of the S-type.

3) As for the growth of Sh. sonnei in soft gruel of rice malt, although the growth does 
not reach as high degree as observed in the peptone medium but it reaches the maximum 

growth within 12 hours. After 24-hour culture, however, the growth tends to decline.
4) On examining by paper chromatography and by Warburg's apparatus the 1-histidine 

decarboxylase activity of the isolated strain that has been cultured in the media of peptone 
solution loaded with 1-histidine and with additional various sugars, the excretion of carbon 
dioxide gas and the production of histamine are observable only in the cases where these 
bacteria are grown in the media containing additional glucose, maltose, or mannose.

5) Acetone powder of Sh. sonnei that has been cultured in the medium of glucose-pep
tone solution loaded with 1-histidine possesses the 1-histidine decarboxylase activity and acts 
specifically to the substrate.


