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〔特 別 掲 載〕

（鵠匿空韓，鵜難1言）

Sulmonella pullorumの短時問胆略

培養に関する研究
主としてCytomorphosisについて

1． 緒 言

千葉県血清研究所（所長 越後貫 博）
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 多くの細菌が好適培地で増殖する際に，その増殖過程

1こ細菌細胞の変化，すなわちCytomorphosis（細胞変

態）があることをHenrici（1925）9）が提唱し，その後

Dubos（1949）5）らが支：持している。しかしながらこの細

胞変態は，菌種によっておおむね一定のように考えられ

てきたために，これに種々の相があることは殆んど検討

されていないようである。従ってこれを知ることは，単に

菌種の形態学的分類に重要であるのみならず，発育代謝

の様相を知る指標としても意義があると思われるので，

細菌の形態学的研究に比較的便利な振盗培養法）を用

い，Sal． pullorumの細胞変態について種々検討し2，

3の知．見惣得たので報告し，御批判を仰ぐ次第である。

      2．実験材料および実験方法

 2の1 培養方法

 使用菌株： Sa］monella pullorumのStandard－type

は9－25株を主とし，中村株を従とし，Variant－type

としてはし6013株を用いた。

 振嶺培養方法；気温37。Cで，円振回振回培養機を用

い，1分聞90回転で培養を行なつアこ。

 培地：培地はいずれも500mlの3角＝7レベンに200

ml入れ，15ポンド15分滅菌した。使用培地の組成は次

の通りである。

 1）Difco Nutrient Broth或は栄研の乾燥プnヨソ

（肉エキス5g， sプトン10g，塩化ナbリウム5g，溜

水11）を溜水に溶解後pH 7．2に修正。

 2） YCCブイヨン：肉エキス59，ペプトン209，

食塩29，燐酸水素2カリ29，塩酸シスチンO．29，亜

硫酸ソーダ0．29，ブドウ糖29，カゼイン水解液50ml，

水950ml， pH 7． 4D

 3） 合月／～士音地；ft：塩2g， as／ 一一燐酸カリ2g，第＝＝二酉愛

ソーダ29，クエン酸アンモン0．49，ブドウ糖29，塩酸

ンスチン02g，ビタミンフリーヵザミノァシド0．2g，

ニコチン酸0．0019，溜水11，pH 7．4。

 4）培養濾液（老優培地）；Difco培地に菌液を培地罎

に対して1％の割（含有菌数100万／ml前後）に接種し．

ただちに振湯培養を行ない，所定の時間後に培養液を遠

沈次いでSeitz濾過器で濾過し，無菌としたもの。

 2の2。種培養。

 斜面寒天から2白金耳掻取り，前記振回用培地に接種

し，37。C18時間静置培養したものを種菌とした。接種

菌罎は特に断わ1）のない場合は，上記の種菌を培地最

200mlに対して1％の割に接種した。

 2の3。下層計算法。

 振盈管から必要量：を吸いとり，試験管に移し，7こだち

に氷のはいった硝子円筒に立て別室で直ちに菌数を計算

した。計算法は，あらかじめ普通ブKヨン4．5mlをい

れた試験管に，前記培養0．5mlを加えて10倍にし，以

下10倍稀釈を行なった。この0．5mlを50。 Cに保つた

普通寒天に移し，よく混和後，平・板1こなし，37。Cに24．

時間培養しアこ。同じ平板を3枚作り，発育しアこ集落数を

平均した。

 2の4。菌の長さの測定法。

 本菌培養の一滴をスライドグラス上に落して広げ，風

乾後ラィ下液で染色した。時には80％エタノーフレで固定

し，ギムザ液で30～40分染色，水洗風乾後，アセ1・
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ン，エタノール等：：鍛液で分別する。分別後直ちに水洗風

乾する渡辺変法1）により染色された標本について，細胞

膜がくびれてないことが確実に観察きれアこものを一イ固と

みなし，その200個を丁丁法で測定して平均値を出し，

菌潰1’走二〇）かたよりを避けるように多琴～ゐアこ。、

 2の5．電子顕微鏡写真についで，

 培養液を遠心して集回し，蒸溜水で3回洗浄し，最後

の沈渣（菌）をコnジオン膜にのせ風乾後，オスミウム酸

で固定することなく，貝立HU9で電顕写真を撮影し

た。

         3． 実験成．績

 3の1。Difco培地とYCC培地の増殖記数と細胞変

態について。

 Sal． pullorumの増殖能が高く，比較的一定な培地性

状の条件がえられるDifcoの乾燥ブ■ヨン培地と，一定

の条件は得難いが，Difco培地よりも増殖能がすぐれて

いるYCC培地とをえらび，これを比較して，増殖曲線

と細胞変態を求め忙。

 両培地とも60分頃から対数増殖期にはいり，Difco培

地では5時間玉門から増殖が衰え，終未培養時間に2億

前後の生菌数が，YCC培地では終未培養時間まで対数

増殖を示し，終未菌数がおおむね20億であった。

 細胞変態は，培養開始直後から菌の大きさが増しはじ

め，両培地とも3時間目に菌の長さが最大で，その後時

間と共に漸次大きさを減ずる傾向がみられた（図L 2

附図1参照）。

 別に2，3，4，5，7時間目の夫々の発育菌の長さの数

値をプmッ〉したところ，両培地とも菌の長さの分布は

おおむね同様な傾向がみられ，3時閥目に最長となり，

Difco培地では9μ， Y C C培地では14μであった。次

いで菌の大きさは減じ，培養時間の経過に伴いカ）なり均

一な短い菌となる（図3参照）。
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 培地と菌の長さとの関係は，常にDifco培地よりも

YCC培地に菌の長いものが多かった。

 発育菌の連鎖の数は，細胞変態の最大な時期に最も多

く，細胞変態の相におおむね一致している。すなわち対

数増殖期に菌の長さの増大と，減少の細胞変態が認めら

れることを知った。

k3の2。各種培地における増殖と細胞変態

 この様に細胞変態が常lc一一一定の傾向を示したが，組成

の異る培地ではどの様｝こなるかを知るために，DifCo，

YCC，栄研，合成培地の4種の培地で実験を行なっ

た。菌の増殖能はYCC，栄研， Difco，合成培地の順で

あったが，細胞変態はいずれの培地でも同一の傾向を示

し，培養3時間目がピークで，その後急速に菌の長さを

減じた。しかし各培養時間の細胞の長さの平均値は，増

殖能のよい培地ほど大で，培地の増殖能と発育能とは互

に平行関係を示した（図4，5参照）。

 3の3。YCCブイヨンの発育促進物質の検討。

 発育能の最もすぐれたYCC培地について，その培地

組成のelimination testを行ない， Y C G培地の発育促

進物質の検討を行なった。その方法は，YCC培地の組

成を基そ培養液（食塩2g，燐酸水素2カリ2g，亜硫酸

ソーダ0．29，ブドウ糖29），肉エキス・ぺ1・ン，カゼ

イン水解液，塩酸シスチンと種類に大別し，対照のYC

C培地からこれらの培地成分を順次抜き取り，5種類の

培養液を調製し増殖能および発育能を比較した。

 その結果増殖能は，いずれの培養液も対照のYCC培

地に及ばず，肉エキス・ペプ1・y培養液がこれに次ぎ，

カゼイン水解液単独培養液が最も劣っていた。これに反

し発育能は，カゼイン水解液を含む培養液は，これを含

まない培養液よりも高く，しかもカゼイン水解液のみの

培養液が，これを含まない培養液よりも高かった。

 細胞変態は，いずれの培地も最大時期が培養3時間目

で，対照のYCC培地と全く一致しだ。従ってカゼイン

水解液は，YCC培地の発育促進と関係があるが，変態

とは無関係の様である（図6，7参照）。

 3の4。カゼイン水解液の発育促進について。
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 YCC培地の発育促進物質を検討したところ，カゼイ

ン水解液であることが考えられた。そこで合成培地にこ

れを5％の割に添加したものと，これを加えない合成培

地の発育能を比較した。

 すなわちカゼイン水解液加合成培地の細胞変態も，最

大時期が培養3時間目で，YCC培地や合成培地のそれ

と一致するが，各時間の菌の長さは，カゼイン加合成培
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地ではYCC培地と近似で，合成培地でははるかに短少

であった。このようにカゼイン水解液は本菌の発育を促

進した（図8，9参照）。

 3の5。培養濾液における細胞変態。

 培地条件を変えた場合の細胞変態に及ぼす影響を知る

ために，振畳培養を行ない所定の時間の除菌した培養液

に，再び種菌を接種した。

 その成績は，いずれの培養濾液も対照と同様に対数増
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殖を示したが，前培養の長かったもの経増殖能がやや劣

っていた。

 菌の長さは，最長となる時間が対照より早いものがあ

り，その長さは対照に及ばず，また前培養の長いもの

程，各培養時間の菌は短少であった。特に7時間培養の

濾液では，菌力鮒数増殖を示すのに殆んど菌の長きを増

すことなくかえって短くなつ滋，このことから増ダ鮒＝1と

発育能は異るものであることを知った（図］．O，11参照）。
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 3の6。接種菌．景の増殖および細胞変態におよぼす影

響。

 細胞変態の最大時期を任意の培養時間に求め得るかを

知る目的で，Difce培地に種菌を培地量の5，1，0．2％

の割に接種した。

 増殖曲線はいずれも平行を示したが，接種菌量が多い

程増殖度が高く，菌の最長となる時間も早くみられた。

すなわち5％が2時聞目，1％が3時間目，0．2％が5

時小目にそれぞれ細胞変態の最大時期があった。

 また長い菌は接種海量が少ないもの程多く，0．2％接

種例では15～20μの長大な菌もみられた。このように

接種菌量が異なると細胞変態の相が著しく変動すること

が判った（図12，13附図2参照）。

 3の7。後種菌量と接種菌の大いさが異なろ場合の細

胞変態。
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図13後門菌量と細胞変態

 上述の成績から菌敷が10T／r．n］前後になると，菌は蜘

小の時期となるので，接種菌量を調節し，出発菌数を

10▽mlとした場合と，終末培養時間に107／ml以下に

なる様にした場合とで細胞変態を検討した。後者の場合

種菌は，振猛培養3時聞目の長い菌と，18時間静置培養

の短い菌の2例について行なった。

 増殖は，前者においておおむね培養2時間目頃まで対

数増殖を示し，殆んど平行曲線であった。細胞変態は，

前者では最大時期が培養，1時間目で，その後は短小時期

に移行し，一層短小となった。後者では，長い菌を接種

した場合は最大時期がおおむね培養3時問目で，短い菌

のそれは培養4時閤目にみられた。

 培養過程に伴う菌の長さは，長い菌を接種したものが

一一w長大で，60 ／i前後の菌も認められた （図14，附図

3）0

 3の8。細胞分裂の電子顕微鏡写真像

 振董菌の電顕像は，増殖過程を通じてDensityの高

い菌休の周囲t？ Densityの低い菌膜がとりまいてみられ

る。分裂に際しては，始y）菌体および菌膜にくびれを生

じ，次いで菌体のくびれが両方に引張られた様に細長く

なり，さらにのびて糸の様になり，ついで切断される。

一1669一
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      場合の細胞変態

 この様な分裂様式は本菌の細胞変態の各時期にみら

れ，最大時期あるいはその前後では，長大な菌の一端に

近い部分がくびれ始め，最初のくびれが切断しない間に

逐次くびれを生じ，これが連鎖としてみられる様相が認

められた。

短小時期の培養時間を15分間隔で精細に観察してみ

ると，短桿菌の中央部にくびれを生じ，それが引張られ

た様にのびて糸の様になり，三体が2分するものが多く

みられる。

 従ってこの時朝では，長い菌が分裂して短い菌を形成

したのでなく，短桿菌が短いままで2分することがわか

る。また細胞変態の電顕像と光学像は，全く一致した

（附図4参照）。

         4． 考 ． 察．

 細菌細胞の増殖過程において，その大きさが著しく変

化するという報告はかなり古くから多くある。すなわち

Clarkl．＆恥ehユ（1919）4｝はCorynebacteriaと鼻面菌

を除いた37種（70株）の菌のすべてが，培養初期に細

胞の大きさが著しく増すことを示した。その後Wilson

（1926）15）もSal． aertryckeに同様な所見を認め，さら

｝cJensen（1928）15）もE． coliの個々の細胞を精細に観

察し，Lag phaseでは分裂がないのに発育することを報

告しナこ。これらの知見は，Henrici（1921）7，Adolph

（1932） 2）， Alper ＆ Sterne 〈1933）5）， Hershey ＆

Bronfenbrenner（1938）11）らに麦持されている。

 この様に初期の研究は，細胞の極大時期が発育環のど

の時期に相当するかが重要であった。この問題について

JensenはE． coliでは個々の細胞が最大lcなった後，

対数増殖を示すとし，他方Henrici（1924）8）はE． co】i

が対数増殖の中間に最大になつ7tと報告し， Jensenの

成績と異なった所見を発表している。さらにHenrici

（1928）10）はB．megatheriumでは，誘導期に菌が大き

くなり始め，対数増殖期の直後最大となり，ついで徐々

に短くなったとし，菌種によっても度があることを示し

ている。

 最近Dubos（1949）は細胞の平均の大きさは，誘導期

1こ増し始め，増殖率が最大になる以前に極大となり，対

数増殖期に減少するとし，しかも若干の例外を除いたす

べての細菌種が同様な傾向を示すと記載している。

 著者の実験は下肥培養であるために，直ちに静置培養

と種々な問題を比較討論することは危険であるが，振蛋

培養では集団の菌の平均の大いさの最大時期はおおむね

対数増殖期の中間で，HenriciがE． coliで得た成績と

かなり一致した。

 Sal． pullorumの形態変化についてWilson（1937）15）

の静置培養による各種培地による報告があるが，細胞変

態については系統的ではない。著者は振蛋培養方法で短

時間に菌の発育過程を知り，且増殖と分裂とを容易に比

較できた。すなわち，一一一・般に組成の異なる培地間では，

増殖能のすぐれた培地程，菌の発育もまさり両者の聞に

平行関係がみられた。しかしYCC培地のelimination

test ICよる発育能の比較実験において，カゼイン水解物

単独培養液は，肉エキス・ペプ〉ソ加培養液に比べて増

殖能が劣るのに，発育能が高いことが異例であった。こ

のことはカゼイン水解液がYCC培地の発育促進物質で

あることを暗示している。

 また同一培地に異なる二目を接種した場合は，増殖曲

線が平行関係にあるのに，接種菌量の少ない程長い菌が

多くみられた。さらに老廃培地では増菌はするが，殆ん

ど菌が大いさを増すことなく菌の発育を認めなかった。

これらのことから培地の増殖能と発育能とは異なるよう

に考えられる。また老廃培地では，菌が長くならないの

に菌の分裂がみられることは，菌が最大に発育した直後

に分裂するという通説の例外であると考えられる。

 発育中の細菌の大きさは，遺伝的特質，および環境因

子の影響を受けるといはれているがProbisher（1926）6），

Henrici（1921）らは，それぞれ下司表面張力を変えお場
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合に，細菌の大きさが変ることを提唱している。著者は

この細胞変態を規制する条件を検討したところ，特に接

種菌一量を変えた場合と，培養後除菌した培地に培養した

場．合に発育最大時期が変動し，菌の大いさも変化した。

このことから接種菌量および培地の発育素の不足が細胞

変態に影響を与えるものと卜えられる。

  Lamanna（1953）14）は”分裂は発育に左右されるの

に，その分裂は発育とは無関係に変りうる”ことを強調

し，細菌の発育代謝機構の複雑さを暗示している。著者

も分裂，増殖，発育の相関を振盈培時法で，この方面か

ら観察した。

             5．結   論

 ユ）振盗培養によれば，短時間に発育と増蕪との関係

が容易に観察され，Sal． pullorUlnの増殖過程特に対数

増殖期に細胞変態がみられる。

 2） 同種．培地および組成の異なる各種培地に，一一定な

菌量を接種すれば，細胞変態の発育．最大時期がr致し，

接種菌量を変えた場合と老廃培地に培養した場合にこれ

が規則的な変動を示した。

 3）菌の大きさは，接種菌量の少ない程大で，長い菌

を．接種すれば，一．層長連鎖状を呈するものがみられる。

 4）発育能のすぐれたYCC培地の組成のうちで，最

も菌の発育を促進した物質は，カービィン水解液であっ

た。

 5）短小時期．に入った’菌は，短いままで2分し，長い

菌が分裂して短小となるものではなく，電顕像において

もこのことが｝認められる。

 6）培地内における菌の増殖と発育とは，その代謝が

異なるものの様に考えられ，特1ここのことが老廃培地に

おいて所見された。

 稿を終るに当り，御指遵及び御校閲を賜った農…林省家

畜衛生試験場渡辺守松部長，御協力と御教示を賜った青

木真治．博士に厚く感謝の意を表します。倫論：文は第12回

日本細菌学会関東支部会で口演した。
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      附図3 接種菌の長さを異にする場合の細胞変態の光学像
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     附図4SaL pullorumの分裂状況の電顕像
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