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レプトスピラの沈降反応に関する研究

第2報*

長崎大学風土病研究所臨床部（璧苦…警告欝琵）

長崎大学風土病研究所病理部（主任：萱倉教授〕

西田公一
にL　　　　だ　　　　きみ　　　　かず

Experimental Studies on the Precipitin Reaction of Leptospirae. Report II. Kimikazu

NISHIDA. Clinical Department I (Director : Ass. Prof. Shizuma YOSHIDA ; Leader : Prof.

emer, Soichiro YOKOTA), Pathological Department (Director : Prof. Noboru TOKURA), Research

Institute of Endemics, Nagasaki University.

本論文の要旨は，第33回目本伝染病学会総会・昭和

34年4月6日。東京において発表した○

弟2章　沈降反応の吟味

実験1．レプトスピラ抽出抗原による沈降反応の特

異性について

第1葺において，－／プトスピラ免疫家東血清が該当

抗原によって沈降反応のみられることを報告したがァ

次の如く，各種免疫家鹿血清及び患者人血清につい

てタ本坑原による沈降反応を笑凝して陰性であること

を確めp本沈降反応がレプトスピラに特異的のもので

あることを推論した。

実験村料並びに実験方法

抗原：諜＝葺を参照．

被槙血清；

1）正常家兎血清＝0例

2〕志賀赤痢菌免疫家兎血清；1例

志賀1塾菌液を0ふ1几1晶1・5ml宛4～5日

毎に4回，2kg内外の健常家魔の静脈内に注射し，最

終注射より2週間目に血清を探り，凝集価1■800倍に

上昇したことを確めて冥陵に供しに

3）Ⅸor比of培地免疫家鬼血清：1例

10ヲ石山芋血清加　Kortbof　培地を1●ロ，1。5，2・0，

3．Oml／軸と漸次増量して3日毎に4回耳静脈に注射

し，最後の注射より2週間目に血清を探り，10％山芋

血清加工Korthof培地に対する挽降反応を行い，抗原

価80ロ倍，抗体価64倍の陽性を示すことを確めて実験

に供した．

4〕患者人血滞：肝疾患4例，腎疾患8例，肺結核

20例，計32劇

団上の血清は，560C／30分の加熱によって非励性と

し，S－M反応は総べて陰性であることを碇めて用い

た－

実　験　成　績

以上の血清は綻べてレプトスピラ抽出抗原に対する

沈降反応を元きなかった．

実験Ⅱ．沈降反応の活性国子について

従来，化学的又は物理的の方法によって，病原菌の

菌体成分の劃分を抽出して，これと免疫血清との間の

沈降反応を疾病の診断に供することは相当に行われつ

つある．微生物が蛋白質，ポリペプチド，含水炭素，

脂質，無機物及び水分から構成されていることば周知

の通りであって，この各成分の含量は菌樫により相違

しているが，なかんづく，蛋白質，ポリペプチド及び

多糖体が耽降反応に参与するものときれている－　近時

肺炎園の研究から出発して諸種の薗種から化学的成分

を分離抽出し，それ等によって塾特異性或いは種特異

性の証明などに沈降反応が行なわれるようになってき

たが，1／プトスピラの沈降反応についてみるに，±屋

〔1950プはMillon反応，Sulfosalicyl酵反応ともに弱二

院性，M二01isch反応，Fehling反応ともに礁陰性の＊長崎大学風±病研究所業績第3け号
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‾vプトスピラ抽出液にて沈降反応を行い，陰性の成置

を得ているが，著者もレプトスピラ艶降反応用抗原物

質を独白の方法によって抽出に成功したので，その酒

L性因子が何れの劃分にあるかを検討した．

実験村料並びに実験方法

抗原：第1葦を参照，

抗血清：第1茸を参照．

沈降反応術武並びに判定法：第1葦を参照，

実　験　成　績

Ⅴ液，E劃分及びK劃分によるレプトスピラ免控家

兎血清に対する沈降反応の成績は，第11表に示す如

く，Ⅴ液では抗原価16：抗体価32●　E劃分では抗原価

16：抗体価16巷示したが，E劃分では陰性であった．

実験Ⅲ●　沈降反応に及ぼす各種条件の影響

1〕抗原のpHが耽降反応に及ぼす影響

前項までの実験においては，抗原及び稀釈液〔ロ．9

％生理食塩水〕は中性に補正して宋施したのである

が，この重層する抗原のpHの変化が沈降反応祀如何

なる影響を及ぼすかを検索した．

実験村料並びに葉酸方法

抗原三霹＝葦に記述した抽出液をpH6●2，6．4…8●0

第12表　抗原のpHと耽降反応の関係
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に修正した生理食塩水で倍数稀釈して，それぞれp王壬

を異にする抗原稀釈列を作製して実敵に供した．

杭血清：第1茸を参照

沈降反応術武並びに判定法；第1葺巻参照■

楽　観　成　嶺

節相乗に元す如く，PH6諸よりpH7－4の間では沈

降反応の場に差異を認めないがそれより酸性或いはア

ルカリ性に於いては，締沈降反応の場の縮小する傾向

が認められた，

2〕抗血清稀釈液の相違による影響

実験材料並びに実験方法

抗原：質＝葦巷参照■

杭血清：籍1葺を蓼月乱

沈降反応術武並びに判定法：沈降反応は諾＝葦に削

り実施したのであるが，抗血清の稀釈液として，1・2％

アラビヤゴム加生理食塩水溶液を用うる代りにブ正常

家兎血清を用いて稀釈を行った．

実　験　成　績

第柑表に示す如く，両者の間には殆んど差畠を見る

ことば出来なかった．

小　　　　　指

レプトスピラ抽出物質によって，正常家鬼血清，赤

痢蘭免疫家虚血清ク　Ko出hof培地免疫家兎血清並び

に肝疾患，腎疾患及び肺結核患者人血清に就いて沈降

反応局行いブすべて陰性であることを確め，銘々本地

出物質による沈降反応がレプトスピラに特異的である

ことを明かにしたーまた才著者の方法によって，1／プ

トスピラ抽出物質を蛋白劃分と含水炭素劃分に分別

し，1／プトスピラの沈降反応の活性因子は蛋白劃分に

あることを証明した．次甚抗原液がpH6■6よりpH7●ヰ

の間では沈降反応の場に影響のないことを知った■更

に抗血清を1．2％アラビヤゴム加生理食墟水溶液で稀

釈しても，正常家兎血清で稀釈しても，両者に殆んど

差異のないことを明かにしナ∴

第5葦　レプトスピ朝由出演の免疫原性

前述レプトスピラ抽出液を以って家兎を免疫しタそ

の抗血清に就いて，特異的抗原抗体反応の成立するか

密かを故障反応並びに凝賃反応〔S－M反応〕によつ

て観察した．

実験村科並びに実験方法

抗原：Leptospira autumnalisの10mg／CGの潜水

浮鯖瀬巷37ロCの恒温器と50Cの氷室に1日交互に1過

間反復放置して，自家融解を囲った後，それに560C／

6ロ分の加温巷施し，これを9000r・p・m・／45分間遠JLん，

上清を分離してレプトスピラ抽出液を作り，0・5％の

割に石炭酸を加えたものである．

免疫方法及び杭血清：2kg内外の白色健常家鬼を用

い，1回免投の場合は3CC／隠　4回免控の場合は0・5，

仁0，1中5及び2CC／kgの割合に漸次抗原を増量して3日

毎に耳静脈より注射し，注射後週毎に採血して血清春

分離し，非励化したものである■

検査法：況降反応の沈降原として本抗原僅用い，そ

の神式並びに判定法は葦1苛に於ける場合と同様であ

り，凝集反応はS〟M法に拠る．

実　験　成　績

1．1回免疫家虚血清の成績

第掴表に戻す如く，況降反応の場は，第3過におい

て抗原価8：抗体価8であり，最大の「反応の場」を

示し，その後は漸次縮小する傾向が見られたt

凝集反応は3～4過に凝集価30，00D倍で最高を戻

し，その后は低下する傾向が見られに

2■　4回免控家東血清の成置

第15表に示す如く，沈降反応の場は，籍2過に於い

ては抗原価16：抗体価8であり，1回免疫より速かに

最高の反応を戻し上底つ反応の場も大きくて，その後

は漸次縮小する傾向が見られた・

避寒反応も2～3週において凝集価3ロ・00ロ倍で最高

を示し，1回免控より早く最高に達するようになり†

その後は漸次に低下する傾向が見られた．

第13表

〒て≡
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第川表
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小　　　　　指

Leptospira a11t11mnalisの菌体抽出物質によって

免疫きれた家盛血清について，故障反応及び凝集反応

の発呈を見，本地出物質が免安原牲を有することを明

らかにした．また，免掟筏抗体の清長を過を迫って検

索するに，＝司免疫では3～4過日に，4国魚控では

最後の注射より2～3週日に最高値に達し，その後漸

次低下する傾向がみられた．

〔附〕レプトスピラ抽出液の蛋白劃分の免疫原性

既報の方法によって得たレプトスピラ抽出液〔Ⅴ液〕

を用いて家鬼巷免疫し，抽出液の抗原性を躇め，また，

抽出液の故障反応祀放ける惰性因子は，著者の方法に

よって分別すると，蛋白劃分にあり，含水炭素劃分に

よっては沈降反応は陰性であることを明らかにしたの

で，蛋白劃分によって家兎を免控してその免疫原性の

証明を吉武みた●

実験村料並びに実験方法

抗原：レプトスピラ抽出液（Ⅴ液〕に20％三塩化酷

酸を加えてpH2．0に至らしめ，其処に生ずる沈澱を分

離する●　それを溜永に浮かべて，n／川－ⅣaOHでpH
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第柑蓑

過　　　　1　　－　　　2　　　－　　　3　　：　　4
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5．8として慣解∴措別して不磨部を除き，再度三塩化

酪酸を添加し，pH2。8で沈降せしめる●　かかる艶陣中

熔解の操作を数回綾返し，最後．の沈降物をnノ10〟Ⅳa

O壬までpH8．0とした原畳（分別時〕の潜水に熔解した

ものを蛋白劃分〔E【十F〕とした〔第1葺を参照〕．

免疫方法及び抗血清：健常白色家東（S－M反応並

．ぴに沈降反応陰性〕の耳静脈内に蛋白劃分在3●ロCC／短

＝計だけ注射を行い仁適時採血し非励化（560C／30分〕

して実験に供した．

実　額　成　績

第柑裏に示す如く仁沈降反応はすでに第2過日に於

いて抗原価16：抗体価8を示して最高の反応の場を現

わし，漸次縮小する傾向が見られた．凝集反応もま

た，第2過日において10●0ロロ倍と最高の凝集価を示し，

その後は挽降反応と同様に漸次低下する傾向が見られ

た．

小　　　　　指

蛋白劃分〔E－＋F〕免控家鬼血清は，抽出液〔Ⅴ液〕

免疫家鬼血清と殆んど回程度の凝集反応及び沈降反応

を現わし，抽出物質の抗原性としての有効因子はト著

者の得た劃分に関する限り，蛋白劃分にあると考えて

差支えないものと考えられる．

第4章　抗レプトスピラ血清抗体の推移

Ebrlichの側鎖説によると，沈降素は構造並びに作

用の機転に於いて凝集菜と同一の系統に属し，結合族

（血aptop‡10代　Gr叩pe〕と結合した沈降原を沈降朱

（PraCipitierende Gruppe〕なる作用壌〔zymphose

Gruppe〕によって沈降させるものであるが，従って，

沈降講の消長は凝集素のそれと並行するであろうこと

が考えられたので，レプトスピラ接種人血滞及びレプ

トチビラ免疫家兎血清に就いて下記の観察を行つに

実験1．レプトスピラ接種人血清

実験村料並びに実験方法

抗原：沈降反応抗原は課＝茸参照．凝集反応は，S－

M反応に従い，コルトフ培地培養の生菌を抗原として

使月∃した．

感染方法並びに抗血清：Leptospira autumnalis

感染モルモットb血をコルトフ培地に培養した菌液3

．OCCを脳梅毒の発熱療法のた鋸こ患者の了解の下で背

部に1回だけ注射を行って感染せしめた．接種後，適

時採血，非勧化した血清を一連の検査に供した．血清

の稀釈には仁2％アラビヤゴム加生理金墟水爆液を用

いた甲

実　験　成　績

第17表に示す如く，耽降反応は2過日より陽性とな

り，≡巨－4週目に於いて抗原価2：抗体価8で最大の

反応の壕倭元したが，その後は抗体価のみ低下して縮

小する傾向がみられた．

凝集反応は漸次上昇し，3－5過に於いて∃襲集価

3ロ．0ロ0倍で最高の凝集価を示し，その后は稗々低下す

る傾向がみられた．

実験Ⅱ．レプトスプラ免疫森元血清
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第1丁表
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実験材料並びに実験方法

抗原：前項を参照■

免疫方法並びに杭血清：2．Ok苫内外の白色健常家兎

〔況降反応及びS－」Ⅶ反応陰性〕の耳静脈内に第1葦で

述べた方法に依って作成したLeptospiraautumnalis

Vaccin〔1・Omg／CC〕を2．OCC／kgl回だけ注射して免控

した．免琵後，適時採血，非勧化した血清呑1．2チ右ア

ラビヤゴム加生理食塩水慣液を以って稀釈して栗駒愕

供した．

反応術武並びに判定法：前項を参照．

実　額　成　績

1〕業＝倒

幕相乗に示す如く，況降反応に於いては1週目より

既に陰性となり，漸次反応は増強して4－5過に於い

て抗原価16：抗体価8で最大の沈降反応の場を示し，

その後は縮小する傾向が見られたが，この時，抗原価

の変化は比較的少なく，抗体価の増減が鋭敏であった

ことは人血清の場合と同様であった●

凝集反応に於いては，3－4過に於いて凝集価3□．00D

倍で最高値を示し，その後は低下する傾向がみられた．

2〕第2例

第柑表

過　　　　1　　　　　　2　　　　　　3　　　F　　　4

2　4　　　　　　　　　　　　　　　　ぎ

降　　2

反　菖

応；主星

1000　　　■　　1000ロ　　　　　　30000　　　　　　30000

週l　5　　芦　　6　　　　　7　　　　　8

4　8　　　　　　　　　4　8

降　　2

反　吉

応　主星　　弓

10000　」　3000　　　　　300ロ　　　⊆　10ロロ
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第相乗

過il

‾≠二二二二二‾±丁481引甘十＝潮ず澤甘苦帯諾
過⊇

二二三÷÷ニー三‾‡二二∴－一三ニー1一三十‾‾㌻し軒∃。葺］．1。。，半細＝廿牛車廿
第19表に戻す如く，沈降反応は1過日より既に陰性

となり，3州5過に於いて抗原価8：抗体価8で最大

・の反応の墳億示しプその後は漸次縮小する傾向がみら

れるが，この際，抗体価の変化が抗原価のそれに：先ん

じたことは前例と同様であった．

凝集反応は漸次増強したが，あまり高度の上昇は見

られず・に，3－6過に於いて凝集価1．000倍で最高値

在京し，その後は低下することがうかがわれた●

小　　　　　指

実験的患者血清（1例〕及びレプトスピラ免疫家兎

血清〔2例〕に於いて仁沈降反応は凝集値の上昇につ

れて反応の場を漸次に増大し仁政降反応並びに凝集反

応の発現の愚者明な時期は暗鬼一致して3【5過の聞

にあり，凝集価の低下につれて，故障反応の場も縮小

する傾向が見られ，この際，抗原価の変化より抗体価

の増減が先行することが韓質と思われた■　これによつ

て，抗レプトスピラ血清に於いては上流降反応と凝集

反応との消長に平行関係の存することが知られた。

第5章　杭レプトスピラ免疫森元血清の

現収試験前綾の沈降反応について

Lep七osplra autumnalis，hebdomadis，auStralis

B及びicterohaemdrrha眉iaeの4昧の抗原を以って

家鬼を免疫し〔第1葦参照〕，それらの免捷血清と各

棟との交叉沈降反応並びに交叉∃酔菓反応を行い，それ

らの4昧間には或程度著明な葦属反応が認められたの

で，SchtiffnerrBohlander〔lg3g〕の法に準じて変更

吸掛試験を行いタ　それら4昧の血清学的特異性を沈降

反応の面から観察した．

巽取材料並びに実験方法

菌株：当教室保存のLep七ospira autumralis，hebN

domadis，auStralis B　及びicterohaemorrhagiae

の4株で，比等の株は山芋血清を用％の割合に添加し

たKorthof培地に累代培養きれたものである。

抗血清：上記4株のレプトスピラの1．口mg／CCの

Vaccin〔第1葦参照〕を家魔の耳静脈内に3日毎に

反覆4回注射して単価免控血清を作り，⊇襲集価30，000

倍に達して沈降素の産生も最高に達したと推定される

時期に全採血し，血清を分離して，型の如く非勧化，

0ー5％の割合に石炭酸を加えて氷室に保存した－

抗原：沈降反応用抗原は，常1葦記述の方法に則り

70mg／CCのレプトスピラ浮肪液から作製した．

沈降反応術武並びに判定法：第1葦を参照．

吸収試腰：レプトスピラの吸収試験は，それを一般

組菌の如く多量に蒐集して吸収原とすることが容易で

ないので，比較的困難であると言わねばならない，著

者の実験に於いては，SchtiffnerNBohlander〔1939）

の方法を参考にして，0▲5％フォルマリン添加のレプ

トスピラ培養液〔1視野50以上〕3gを川，ODOr－p・m。／

30分速心して集蘭し，1回生理食塩水で洗醸した沈澱

レプトスピラを4．OCCの免控血清に浮僻して37ロC／2ヰ時

間放置した後，更に50Cに1夜保存したものを川，000

r．p・mノ60分間遠心して，その上清巷分離する．この操

作を数回繰返したものを吸収血清として用い∴娩集反

応並びに沈降反応巷行った■



レプトスピラの沈降反応に関する研究 231

第20表　秋控B免控家魔血清の吸収前后の成摂

抗　原j B B c w
】

‡‡≒＿‡キ＿キ＿≡＿＿＿＿≒≡＝　≡≡

BjB守屋・川……

」削吊什什
抗　　　原　　　価　　　　　　抗　　　　体　　　価

B F B C L w B B C W

斗1汁汁f≡子－…j≡
去±±±±
i‾三二±二二‡二

B

E
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実　験　成　績

Leptospira autumnalis免疫家虚血清の吸収試

前後の艶降反応及び凝集反応の成績は，辞28嚢に示す

如く，吸収前，主抗原〔al止umnalis〕に対して30■ODO

倍，icterohaemorrhagiaeに対して300倍，hebdo疇

madis及びaus七ralis Bに対しては100倍の凝集価を

京した。主抗原で吸収すれば，凝集価はすべて消失す

るが，副抗原たるhebdomadis，auStralis B及び

icterohaemorrhagiaeで吸収すれば，au七umnalis

に対してのみ凝集素の残存が認められ，それぞれ，

10．00口倍，3。0ロロ及び用■000倍の撰集価を示した．

吸収前の沈降反応の成績は，主抗原〔a雨umnalis〕

に対して抗原価16：抗体価32，auStralis Bに対して

抗原価4：抗体価16，hebdomadis及びicterohae呵

morrhagiaeに対して抗原価2：抗体価8でありプ主

抗原たるLeptospira aⅥ七umnalisに対する沈降講が

最も高いことが知られた。また，類南反応は，auStralis

Bに於いて一段と著しく，hebdomadis及びictero¶

haemorrbagiaeは同じ価を示した－

主抗原（a血umnalis〕で吸収した場合は，主抗原

及び副抗原に対する沈降宗は完全に吸収きれて，凝集

反応と同様に沈降反応も総べて陰性となった．副抗原

f：るhebdomadis，auStralis B及びicterohaemo－

rrhagiaeで吸収した場合は，主抗原（autumnalis〕

の沈降反応だけ残存し（抗原価8：軒て体価16となって

反応の場は梢烏縮少する傾向がみられたが〕，環属反

応は各々陰性となつに

Lep七ospira hebdomadis免疫家兎血清の吸収試験

前后に於ける成置は，第21東に示す如く，凝集反応に

ついてみるに，主抗原〔hebdomadjs〕に対して30．000

倍，autnmnalis　及び　australis B　に対し100倍，

ic七erohaemorrhagiaeに対し30倍の凝集価在京し，主

抗原を以って軍政すれば，凝集価は総べて陰性となり，

副抗原七るautumnalis，auStralisB及びicterohae－

morrhagiaeの各棟で吸収を行うとァ　それぞれ貰属反

応は陰性となり，主抗原〔hebdomadis〕に対しての

み30。ロ0ロ倍，10．000及び3．□00倍の凝集価を残した■

吸収前に於ける況降反応の成績は，主抗原〔bebdo－

madis〕に対して，抗原価相：抗体価16という最高の

価を元し，副抗原たるa11血mnalis並びにa11Stralis

Bに対しては抗原価2：抗体価4の貰属反応を戻した

が，icterohaemorrhagiaeだけは陰性であつf＝。

主抗原（hebdomadis〕で吸収した場合は，主唱副

沈降葉は凝集講と同様に完全に吸収されて総べて陰性

となり，副抗原f：る　autumnalis，auStralis B及び

icterohaemorrhagiaeで吸収しf＝場合は，副沈降素

のみ吸収きれて類属反応は各々陰性となり，主抗原に

対してのみ抗原価8：抗体価16，8及び8を残しナ∴

Leptospira australis B免疫家鬼血清の吸収試験

前後における成讃熟ま，韓22黄に示す如く，凝集価につ

いてみると，主抗原に対し30．000倍，autumnalis，

hebdomadisび及icterohaemorrhagiaeに対して，

それぞれ300倍，10□倍及び30倍の凝集価を示し，主抗

原（australis B〕を以って吸収すれば総べて陰性とな

り，副抗尿たる　autumnalis，hebdomadis　及び

icterohaemorrhagiaeで吸収を行うと，謀属反応の

み総べて陰性となり，主抗原に対しての3例とも

批000倍の凝集価を残しアニ

沈降反応についてみるに，吸収前に於いても，主抗

原〔australis B〕に対してのみ抗原価8：抗体価16

の陰性反応が見られただけであって，autumnalis，

hebdomadis，及びicterohaemorrhagiaeに対する

鞍馬反応を起さなかったことは，凝集反応と異なる息

であった－　主抗原〔australis B〕で吸収した場合は，

凝集真に放けると同様に沈降素も完全に吸収きれたこ

とが知れたが，a11tumnalis，hebdomadis　及び

icterohaemorrhagiaeで吸収しf＝場合は，主抗原の

反応の場が幾分か縮小する傾向が見られたに過ぎな

い．

Leptospiraicterohaemorrhagiae免疫血清の

試験前后に於ける成志熟ま，算23表に示す如く，主抗原

に対して30．000倍，a11tumnalisに30ロ倍，hebdomadisL

及びaustralis Bに対して川0倍の凝集価を示した．

主抗原雇員って吸収すれば∴酔冥反応は総べて陰性と

なり，副抗原〔autumnalis，hebdomadis及びaus－

tralisB〕で吸収すれば，主抗原（icterohaemorrha－

giae〕に於いてだけそれぞれ30■ロ00倍，30．0ロ0倍及び

用●000倍の凝集価の残るのが見られた．

沈降反応についてみるに，吸収前にはLep七ospira

australis B免疫血清に於ける場合と同様に，主抗原

〔icterohaemorrhagiae〕に対してのみ抗原価8：抗

体価16の陽性反応を示し，副抗原に対する貴属沈降反

応は陰性であった．主抗原を以って吸収した場合は，

凝集素に於けると同様に沈降素も完全に吸収されたこ

とは言うまでもないが，副抗原autumnalis，hebdoA

madis及びaustralis B　で吸収を行っても，それぞ

訂し抗原価2，4及び2，抗体価は総べて8の沈降素の

残存が見られた．

小　　　　　指

Leptosplra autumnalis，hebdomadis，auStralis B
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第21表　秋控B免控家兎血清の吸収前后の成鰐

原［　B　　　　　　　　　　　　　　　岳　　w品¶杢軒丁和
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第22蓑　秋控C免控家鹿血清の吸収前後の成鰐
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第23表　茸血「レ」免掟家兎血清の吸収前後の成綻
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及びicterohaemorrhagiae　を免疫原として，4回接

種後に於ける各単価免疫血清を主抗原並びに副抗原を

以って吸収し，吸収前后の抗血清について凝集反応並

びに沈降反応を観察した。各免疫血清は，交叉凝集反

応に於いて多少の貰属反応が認められるが，主抗原に

対する凝集価が格段に高く，主抗原による吸収によつ

てタ主。副反応共に総べて陰性となるが，副抗原によ

る吸収によっては，荘属反応のみ陰性となって，主反

応は依然として陽性に止まるので∴桓特異性の凝集原

の存在が揮知された．

各免疫血清における交叉挽降反応は，Leptospira

autumnalis及び　hebdomadis免疫血清においては

撰集反応と同様に相互間に多少の類属反応が見られる

が，主抗原反応が柏屋劉て額いのであって，主抗原によ

って吸収を行うと，主『副反応ともに凝集反応に於け

る場合と同様に総べて陰性となり，副抗原で吸収を行

っても鞍属反応のみ陰性となって，主反応は陰性に止

ま∩り，辞特典性の沈降素の存在が推知きれた．

Leptospira a11Stralis B及びicterohaemorrha一

裏ae免疫血清に於いては，撰傑反応に於いて顎属反

応が認められるに拘らず沈降反応に於いては主抗原に

対する沈降反応のみ院性であり，副抗原による類属反

応は認められなかった。

総括及び考察

レプトスピラの特異的免疫血清反応としての沈降反

応に関する研究は，重要な研究課題であるに拘らず，

Hindle e七al〔1934〕，±屋〔1950〕等の若干の報告

が散見せられるに過ぎず，幾多今后の観察に待つべき

面が遺きれている．

著者は，本研究に於いて，まづレプトスピラ沈降原

の抽出について検討を行い，最優秀と認められた抗原

を用いて，初めて凝集反応と耽降反応との問の関連性

巷観察追求し，かつ，レプトスピラの沈降反応による

種時眞性を証明することができた，

実験から得られた成績は，各章に小括したが，此処

に夏めて総括し，岩千の解釈を加えれば次の如くであ

る．

〔1〕レプトスピラの10Ing／CC放漫液から抽出液〔Ⅴ

液）を得，また，これより三塩化酷酸及び酸性樹脂

〔Bnberlei七eIR－120〕濾過法により，大体に於い

て蛋白劃分〔E↑－F）と含水炭素劃分〔正一F）とに

分けた．このⅤ液及びE－Fを以って家兎を免疫して

得られた血清に就いて，凝集反応及び故障反応の成虫：

を見，それによってレプトスピラの特眞的抗1京物質の

劫出きれたことを確認した■　なお，レプトスピラ免疫

家兎血清に対して，本抽出液による挽降反応が認めら

れ，各種対照血清に於いては陰性であったので，本抽

出液を沈降原とする沈降反応はレプトスピラ属に特異

的であることが確認きれた．竹中（1957〕によると，

沈降反応はpH6．4よりpH7．8の間では影響きれず，±

屋〔1950〕もpH6，4よりpH7．4の間では抗原価の変動

が見られなかったと述べているが，著者の場合も，

pH6．6よりpH7●4の間では況降反応の場に影響は見ら

れなかった．

〔2〕レプトスピラ抽出液より分別し得た蛋白劃分

〔ErニF〕及び含水炭素劃分（正一F〕の両者は，定

性反応上，Moliscb反応が同等に陽性なので，所謂蛋

白多糖体複合体〔protein polysaccharide〕と考えら

れるが，量的関係から見て，E－Fは蛋白を主体とし

K叫Fは含水炭素を主体とすると思ってよいであろ

う▲　E－F免疫家兎血清に於いて，Ⅴ液免疫家兎血清

及びレプトスピラ免疫家兎血清に優るとも劣らぬ撰集

価及び沈降価が見られたことは，今村等（1956〕が超

音波曝射によってレプトスピラを破壊し得られた抽出

液をトリクロール酪酸で沈澱せしめ，上満と沈澱に分

かち，その両分劃で家兎を免疫〔静脈注射）すると，

BP分割〔沈澱）では免疫開始后6日で既に6．400倍

陽性〔S－M法〕を示したのに反して，BF分割〔上

清〕注射家兎血清では僅かに100倍陰性に過ぎなかつ

たと述べている知見に一致するのであって，レプトス

ピラ抽出液の抗原性は蛋白弄に存すると思考きれる．

〔3）徴壁物の体成分の劃分による沈降反応は，

Bvery and Heidelberger〔1923〕の肺炎薗の研究か

ら出発して，爾来∴諸種の細菌に就いて幾多の観察が

追加きれている。発疹チフスに於ける黒屋及び川上

〔1942〕，腸チフス及びパラチフスに於ける柳沢〔19引〕，

コレラ菌及びチフス薗に於ける小林〔1954〕ァ　炭担薗

に於ける米村等〔1948〕，野兎病に於ける佐藤〔1954〕，

結核菌及びツベルクリン多糖類の化学的血清学的研究

に放ける村田〔柑39〕，中武（1943〕，戸田〔1942〕

等の報告を見ると，多糖系抗原を用いた舞鹸が多いがタ

しかし多糖弄のみが抗原性を有するのではないわけで

あって，山本等〔1951〕によると，百日頃薗に於いて

多糖体には沈降尿性は認められず，糖蛋白及び按蛋白

に抗原性を認められており，江上〔柑50〕も志賀赤痢菌

の起首掟によって得られた抽出液の蛋白質部分は毒性

が少くて沈降原性が強いと述べている．レプトスピラ

に於いては±屋〔1950〕によると，Millon反応陰性，

Ⅹanthopro七ein反応，biuret反応，Sulfosalicyl酸

反応共に弱陽性であるのに比して，Molisch反応，

Fehling反応共に弓虫陰性の抽出液で沈降反応が陽性で
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あったので，肺炎蘭多糖荘にアナロギーを求めて考え

ると，この抗原の活性物質は含水炭菜陀関連するもの

であろうと述べている．著者の抗原に於いては，レプ

トスピラ免疫家兎血清に対して，E－Fのみに依って

陽性を呈し，Molisch反応及び別al反応のみ陽性で

あるK－Fによっては耽降反応は陰性に終った．この

ように相反した成績の生じたのは，劃分精製の化学的

操作の差異に間置があるのであって，この点，再検討

の余地が遺きれていると思われる．

Ⅴ液1回免疫家魔の成置と4回免疫家兎の成杭を比

較してみると，4回免疫の場合が1回免疫に比して凝

集価及び挽降価は早期に高くなり，且つ長期に亘って

持続する傾向が見られ，井上（1953）がレプトスピラ

の免疫では注射回数の増加と共に凝集価は上昇すと述

べ，添田〔1943〕がレプトスピラの感染防禦免疫では

注射回数の多い方が顕著な結果が得られると述べてい

ることに一致した■

〔4〕金田〔1943）は，100ロC／2時間加熱レプトス

ピラワクチンに抗原性の消失することを見て，レプト

スピラはチフス蘭のような耐熱性抗原を看せずと述

べ，井上〔1953〕も加熱滅菌したワクチンの抗原性の

低下巻認めている．著者の抽出液は，56ロC／120分及び

1000C／6ロ分の加熱によって幾分沈降原の力価の低下が

認められたが，しかし完全に消失したわけではない．

これは免疫原性と反応尉性との差異であろうー

な払抽出液をセロハンに包み，48時間流水に於い

て透析しても況降原の力価に格別の影響は見られなか

った．

（5）レプトスピラの毒素について，槙崎●今井

〔19け）はワイル・スピロへ【タは主として体内毒素

を産生すると述べ，樋口（1931〕はワイル■スピロ

ヘータ融解ワクチン液及び擢患犬血清をモルモットに

接種して発熱，眼球結膜の充血，出血，薫煙等の発現

を認め，ワイル病の症状が毒素によって惹起きれる事

を報告しているー

著者の抽出液は，■マウス腰膵内に1．OcC注射しても，

これを短時日に殺し得る毒性を認め得なかったが，1／

プトスピラは試険管内累代培養により毒性の低下又は

消失する事は周知の事舞であるから，著者の成鰐から

は毒素の有軌こ結論は得られないと考えられる．

〔6）ワクチン注射による諸種の抗体の消長は，添

田〔相43〕によると，家兎では4－7過で最高になり

以後下降し，野口〔1918〕は約8週間持続すると述べ

Smitb〔1937〕は抗体の産生きれるのは2過聞役であ

ると述べている．塩沢〔1918〕によると，レプトスピ

ラ症愚者血清に就いて，免疫体は6－11病日までは不

定に証明きれ，11病日以後には毎常必ず証明きれるに

至り，2ロー50病日で最高に達し，一定期間持続して既

訳第に鮮少するという－　このヰ軌佐藤〔1933〕，本田

（1936〕，墟沢〔1934），墟沢等〔1943〕等の報告が

あるが，いずれにしても，免疫体は一過未より次第に

出現し，3－7過で最高に達し，－→定期間持続して後

次第に低下することが認められている．この他，レプ

トスビラ・ワクチンの感染予防効果に関する稲田

〔1917〕の実験報告を初めとし，人体接種の場合の抗

体産生に関しては，井戸等〔1915，1916），伊藤等

〔191ア〕，和題〔1920），樋口〔1931）等の報告があ

り，最近では北岡等（1953〕によって巽験がなきれて

いる・著者の実験に於いても，冥験的患者血清及びレ

プトスピラ免疫家兎血清の凝集反応及び沈降反応にて

銘々同様の成院を得，凝集素と艶降素とが消長の経過

に於いて密接な関係を有することが観察された．

〔7■〕我が国に於いては，塩沢〔1934，7938，1943）

北岡〔柑40），山本〔柑40，1943，1944〕等によれば

7種（Leptospira autumnalis，hebdomadis，auV

StralisB，icterohaemorrhaJglaeJCanicola，bata－

Viae，PyrOgeneS〕のVプトスピラの存在することが知

られている・これらレプトスピラの分其は，主として

Schtiffner〔1g38〕及びWalch－Sorgdrage〔1939）

の斑告に続いて，山本〔1944〕，北岡（1947，用51）

北岡等（1948）坂巻（19ヰ9〕によって凝集反応及び吸

収試験によって行なわれ，補体結合反応の成績も顧慮

きれている．耽降反応だけによってレプトスピラの分

類が可能であるか密か，それは幾多の冥験と観察を累

ねなくては鶴かには断じられないが，著者の得た成績
を次に述べる．

Leptosplra′autumnalisIhebdomadis，auS七ralis

B，icterohaemorrhagiaeの単価家兎免疫血清を用

いて交叉黄葉反応及び交叉沈降反応杏行うと，

Leptospira／auStralisB及びicterohaemorrhagiae

免疫血清は他の2株に比して耽降価が低かったのであ

るが，凝集反応に於いて耳属反応が認められるにかゝ

わらずト沈降反応では貰属反応を生じなかった．

Leptospiraautumnalis及びhebdomadis免疫血清

においては，凝集反応及び沈降反応に凝属反応が認め

られたが，吸収試験笹よって株特異性が見られた．著

者の研究に於いては，挽降反応による抗原分析にまで

立ち入ったわけではないが，本反応局利用して，1／プ

トスピラ症の診断乃至レプトスピラの分荒の新分野も

開拓きれるのではないかと思われるー

（稲を終わるに当たり，御懇篤な御指導並びに御校閲
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各位に深謝します）．
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Summary

As reported in the previous paper, one of relatively most available precipitinogenic

extracts was obtained from leptospiral cells which were heated at 56•Ž for 60 minutes,

after they had been kept in a suspension in sterile distilled water at 37•Ž and 5•Ž on

alternate days throughout one week. Further observations were made with this extract.

1) The precipitation test with this leptospiral extract, being called V-extract for
short, was all negative in 10 samples of the normal rabbit serum, in 1 sample of anti-

dysenteric rabbit serum, in 32 samples of human serum including 4 cases of liver

diseases, 8 cases of kidney diseases and 20 cases of pulmonary tuberculosis. The test,

on the other hand, was definitely positive with sera from rabbits immunized with

leptospiral vaccines, showing a precipitinogen titre of 1:16 and a precipitin titre of

1:32 on the average. Simultaneously the agglutination test with the same sera was

positive by a titre of 1:30.000 on the average.

2) Protein and polysaccharide fractions were isolated from the V-extract by using
trichloracetic acid and Amberleite IR-120. The precipitinogenicity of the polysaccharide

fraction was not demonstrated. On the othe hand, the test with the protein fraction was

positive by a mean precipitinogen titre of 1:16, being converted into original concentra-
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tion of the leptospiral suspension which the fractions were liberated from, and by a
meanprecipitin titre of 1:16.

3) It was found that changes in the hydrogen ion concentration of the V-extract,

ranging from pH 6.6 to pH 7.4, gave no influence on the precipitin reaction.
4) When rabbits were immunized with the V-extract or its protein fraction, being

intravenously injected with 3.0cc/kg of it, their sera attained to a titre in precipi-
tinogen of 1:8 to 1:16 and in precipitin of 1:8 in the test. At the same time the
agglutination test was positive by a titre of 1:3.000.

5) In observation of a case of cerebral syphilis, inoculated with Leptospira autu-
mnalis for the thermotherapy, and 2 antileptospirally immunized rabbits, it was found

that the precipitation reaction was parallel to the agglutination reaction in rise and
fall, attaining to the highest titre between the third and fifth weak after inoculation.

6) As the cross reactions in the precipitin test as well as in the agglutination
test between Leptospira autumnalis, hebdomadis, australis A and icterohaemorrhagiae

wereobserved, that the titre to the homologous organism usually proved much higher than
those obtained with heterogous organisms. To complete the serological specificity of

these leptospiral species, although the components of the antigenic mosaic were not
determined, it was suggested by agglutinin absorption method that there were specific
precipitinogenic antigens for each species to be demonstrated.
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