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　硬化病菌はいずれの菌も培養液内で培養条件が好適である場合は蚕に対する捌生物質を生雇旨

することを前報1乏おいて酷した．するとはたして蚕が硬化病となつた」胎にその鰍内噸

化病菌が翔生物質を生産し，かつこれが蚕をへい死させる一要因となつているのであろうか。

　本報においてはこの点を明らかにするため，硬化病菌を接種した病蚕のへい死期における1血

液をとり，この中に毒性物質が存在しているか否かを調べた結果について報告する。

実　験　の　部

第1表　硬化病蚕の病問日数および血液の色調
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　1　硬化病蚕血液の採取法

　硬化病菌は第1表に示すような8種類11株の菌を用い，これらの菌の胞子浮遊液を5令蚤の

血液内に環節聞膜をとおして接種して普通飼育のもとに発病させ，頻死期ないしへい死直後の

病蚕のみを採り，直ちに脚部を切断して血液を採取した。この際における菌の接種時期，菌を

接樋してより硬化病蚕がへい死するまでのFI数および採取した【fiL液の色調等は第1表の通りで

ある。

　なお，白きよう病蚕，緑きよう病蚕，黄きよう病螢および赤きよう病蚕等は病蚕のへい死期

における採血は相当に困難であるので供試頭数を多くした。

　皿　採取血液の処理法

　採取した血液はそのまま他の健康蚕の［血L液内に注射すると蚕児はショック病状を呈し，直ち

第1図血液の処理法

　　　　　　　　　　　　　　　i血L　　液（15～20ml）
　　　　　　　　　　　　　　　　　1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　メタノール，加漏，遠沈

　　　　　　　　　　　　　1　　　　　　　1
　　　　　　　　　　　　沈　澱　　　　　　上　清

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　メタノーノレi留去（40°・・w50ec）．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　水溶液

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　遠沈

　　　　　　　　　　　　　L
　　　　　　　　　　　　沈　澱　　　　　　水　溶　液（pH6．　G～6．5）

　　　　　／／…／＼　一、
　　　　〆　　　　　　　　　L／　　　　　　　　　　＼　　　　　　　1＼
　　　（A）　　　　　　　　　　　　　　　　（B）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（C）　　　　　　　　　　　　　　（D｝

そのままクロロホル　　　pH3．5（AcOH）として　　pH9．0（NH40H）　　　pH3．5（AcOH）
ム転溶、　　　　　　　　　クPロ本ルム転溶　　　　　と吃てエーテル転溶　　として，エーテル転溶

　　　　　　　　「　　　　　　　　　　　　　　　　　　l
　　　i　　　　　　　　　l　　　　　　　　I　　　　　　　　　l
　　水層　　　　　クロロホルム層　　　　水層　　　　　工一テノレ層

　　　　　　　　　　　　　　…クPt　pホルム溜去　　　　　　　　　　　　　　工一テル濃1去
　　　　　　　　　　　　　　；　　　（44°・w50°C）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（40°～50°C）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　r
　　　　　　　　　　　　飴　状　物　　　　　　　　　　　　　　　　　飴　状　物

　　　　　　　　　　　　　　水1m1　　　　　　　　　　　　　水1ml

　　　　　　　　　　不痂｝1可熱　　　　　噛葦1、　π趣
　　　　　　　　　　　　　　　　4ぬハへ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　F

　　　　　　　　　　　　　　　（BはpH6．　oに修IE）　　　　　　　　　　　　　　　　（pH6．oにf蔭τi三）
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に硬直して仮死状態となる。この現象は健康蚕の血液の方がやや著しく現われるが，このよう

な仮死状態におちいつた蚕児は注射量が少ない時には2～3時闘後に，注射量がやや多い時に
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1　
は数時聞後にほぼ恢復する。しかし，前報において述べたように硬化病菌の生産する毒性物質

による中毒症状も大部分が注射後短時間内に現われ，かつ，症状が比較的類似しているので，

Ii．液自体がショック症状を衰わす場合には両者を区別することが困難である。そこで筆者は血

液内のショック症状を起す原因を除去する必要を感じ，健康蚕血液について第1図に示す方法

で処理を行つた。すなわち，血液20mlを採り，除蛋白のためメタノールを加え更に軽く温湯

中で加温して遠沈後上清をとつた。この場合除蛋白にメタノールを用いたのは病蚕」血液の場合

その中に含まれていると考えられる毒性物質が蛋白と共に沈澱するのをなるべく防ぐためであ

る。この上清のメタノールを40°～50°Cで滅圧溜去し，更に直空デシケーター中で充分にメタ

ノールを除き，これを蚕に注射するとなお強いショック症状を起させた。そこで硬化病蚕血液

の場合は，その中に含まれていると考えられる菌の生産した毒性物質を有機溶媒に転溶させよ

うと考えたが，その際転溶物がなおショック症状を起すか否かを知るため健康蚕血液の除蛋白

液を更にA，B，C，Dの4つの方法に分けてクロロホルムあるいはエーテルで振り出し，溶媒

層の溶媒を溜去して得た飴状物に水を加え，その水溶液を蚕児に注射するとどの転溶法の場合

でもショック症状を起させないことを知つた。

　以上の方法によつて血液自体によるショック症状を除去することが出来たので，各種の硬化

病蚕の∫血液15～20mlについて除蛋白を行つた後これら4つの転溶法の巾いずれかの方法を1「J

いて有機溶媒による転溶を行い，転溶物の水溶液を毒性の有無を調べる試料とした。

　IE　血液を処理して得た水溶液の毒性

　毒性を調べるためには血液を処理して得た水溶液をpH　6．0に修正して5～10匹の蚕児の血

液内に注射した。蚕児は主として4令蚕を用いたが，飼育の都合上3令蚕を用いなければなら

ない時もあつた。このような時には蚕体の大きさを考えて注射量を少なくした。

　血液の処理方法は第1図に示したようにA，B，　CおよびDの4つの転溶法を用いたが，黒

きよう病蚕およびAsP．　ochTaceusにょるこうじかび病蚕の場合は，その病原菌の培養液から
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　a）
毒性物質を抽出する際中性）1犬態においてクロロホルムによく転溶することがわかつているので

A法だけを用いたが，それらの処理液は共に強い毒性を示した。その他の硬化病蚕は血液を多

量に採取し得ない関係から，多くは血液を除蛋白して得た水溶液を酸性として溶媒に転溶させ

る方法をとつたが，どの病蚕の血液も毒性を示した。

　中毒症状は白きよう病蚕血液のように注射後約15分偉経つてから前胞部が他の病蚕血液の場

合に反して縮小し，また緑きよう病蚕血液のように或る時間を経過してから著しい痙攣症状を

呈することがあるが，一般的症状としては注射後間もなく胸部の膨大および全身の硬直を起

し，かつ毒性が余り強くない11寺には体の中央部から屈曲反転する特徴があつた。

　中糠症状とショック症状との関係については，すでに述べたように健康蚕頂正液の除蛋白1夜を

クpmロホルム或はエーテルで振ると転溶物はショック近馴犬を起さず，かつ中毒li倒犬は胸音1；の膨

大および全身の硬直の外に体を屈曲反転させる傾向があるので明らかに両者を区別しうる。

　また病蚕の種類によつては中毒症状が比較的短時間で恢1製するものがあるが，これはそれら

病原菌の生産する毒性物質の有機溶媒への転溶が良好でないためであろうと考えられる。

　以上の結果から，この実験に用いた硬化病菌は蚕児の血液内で発育をはじめて病蚕がへい死

する時期になると［血L液内に毒性物質を生産することがわかつた。
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第2袈　硬化病蚕血液を処理して得た水溶液の蚕児に対する毒性

硬化病蚕名

白きよう病蚕

緑きよう病蚕

墳㌃き・よう病蚕

赤きよう病蚕

黒きよう病蚕

こうじかび病蚕
（Ao7銘αθ2号菌）

こうじかび病蚕
（A．ory2ae　30号菌）

こうじかび病蚕
（A．flavus　1号菌）

こうじかび病蚕
（A．　flavus　2号菌）

こうじかび病蚕
（A．ochraceus）

こうじかび病蚕
（Sterig。　VaPonica）

健康蚕（対照）

注射時の蚕令
および注射量（ml）

4令衝ぎ5日0．05－vO．08

4令第6日O．　05－・－O。08

4令第51ヨ　0．05～O。08

3令第3日　0。02

4令第5口　O．05

4令第5口　0．05～0．08

4令第5日　0．05～0．08

4令第21ヨ0．05～0．08

4令第2日　0．08

4令第2日0．05～0．08

3令第2日　0．02

4令第5f三1　　0．10

有機溶媒転溶法
と毒性の有無

A　B　C　D

十　　　　4十

十　　　　十十

什

十　一　一

惜

十　一・・　　　十

十　　一　十

1十　一　朴

　　　　一　十卜

惜

一　十　一　一

中　　毒　　疲　　状

全身硬直卒倒，約15分後前胸部縮ノ1・す
約24時閻後へい死

離灘総矯離齪裡雛響
けいれんす。数時聞この状態を持続す
る。

胸部膨大，全身硬直卒倒，体中央部よ
り屈曲，約20分後次第に恢復に向う。

灘騨纏響欝雛繍
全身硬直，吐液多鼠聞もなくへい死
す。

1殉部膨大，全身硬直，体中央より屈曲
す。約20分後快復に向う。

1司　　　上

同上。約2時間後依復に向うが，多少
けいれんあり。

前胸部縮小，腹部やや膨大，そのまま
24時闘後へい死

胸部膨大，全身硬直，そのままへい死

」塑部膨大，全身硬直。約30分後恢復に
同つ。

異常なし

備考（1｝A，B，C，D．o）記号は第1図に示した有機溶媒転溶法である。

　　　（2）（一）は中毒症状が全く現われない状態，（＋）は中毒症状が111寺闇以内に恢復する状態を，

　　　　　（一＋一＋一）は症状が1時間以上にわたる状態を，（什）は注射後聞もなく中毒死する状態を示す。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　摘　　　　　要

　硬化病蚕がへい死する際にその血液内に硬化病菌の生産する毒性物質が存在しているか否か

を知るため，9種11株の硬化病菌を接種した病蚕のへい死期における血液を除蛋白してクpロ

ホルム或はエーテルで振り出した飴状物の水溶液について蚕児に対する毒性の有無を調べた結

果，いずれの硬化病蚕の血液も蚕児に中毒症状を起させた。従つて，病蚕の【面夜中には硬化病

菌の生産する毒性物質が存在しており，これが硬化病蚕をへい死させる一原園となつているも

のと考える。

　終りに，有益な御助言と御鞭樋iを賜つた当学部生物学教室の小山長雄博士ならびに本研究に終始熱

心に協力された東川静夫氏に厚く感謝の意を表する。

　また本研究は日本ワックスマン財団の研究奨励金によつて行つた研究の一部である。記して感謝の

意を表する。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　文　　　　　献

（1）古平福紀：信大繊報（9）79・一一82（1959）

（2）　　　　　　　　　：　日蚕詳志　28（S）179　（1959）

．　　　　　　　　　　　　　　　　「

Summary

　　　The　existence　of　the　toxic　substances　in　the　blood　of　silkworms　attacked　by　the　foUow．

ing　muscardine　fungi　are　dealt　with　in　this　paper．

　　　　　　　　　　　　Beauveria　Bassi’ana（BALS．）Vu工LL．

　　　　　　　　　　　　Spicaria　Pracina（MAUBL．）AOKエ

　　　　　　　　　　　　fsaria　farinosa（DIKS．．）FR．

　　　　　　　　　　　　五fumoso－1’osea　WIZE

　　　　　　　　　　　　OosPora　destruc施，’（METSCH．）DELAC．

　　　　　　　　　　　　AsPer8illus　oγ翅θWEHMER……Two　strains

　　　　　　　　　　　　Asp．ノ’lavus　LINK……Two　strains

　　　　　　　　　　　　Asp．　ochraceus　WILM．

　　　　　　　　　　　　Sterigmatoの，stis　1’aPonica　AOK1．

　　　The　injectd　syrups　into　the　blood　were　obtained　from　the　blood　of　silkworms　in　state

of　death　caused　by　muscardirle　diseases，　extracting　with　chloroform　or　ether　after　expeling

proteins，　then　they　were　used　for　the　injection　being　added　l　ml．　water．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　The　silkworms　showed　poisonous　symptoms　by　these　water　solutions　1n　every　case．

　　　The　results　prove　that　the　toぬc　substances　to　the　si工kworms　are　produced　in　the　blood

of　diseased　silkworm　caused　by　the　muscardlne　fungi．


