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論文内 容の要 1::::::. 
目

〔目的〉

細菌の性格を明らかにするに当っては，その生理・生化学的面と同l時に抗原性をつまびらかにする

必要がある。腸炎ビプリオ Vibrio ρarahaemoly ticus は食中毒の原因として重要な地位を占めてい

るにもかかわらず抗原性については残された問題が多い。

腸炎ピプリオの血清学的分類に関しては，厚生省・腸炎ピプリオ性食中毒の検査要似に O群別法と

K抗原の型別法の二方法が示されているが，昭和37年はじめて提示されて以来毎年変更があり， 0群

別法に関しては群相互間の類属反応が強く出るため，現在ではK抗原の型別法のみが実際に応用され

ているに過ぎない。わたくしは O群ノマイロット菌株を用いて可溶性抗原の部分的精製を試み，群特異

性抗O血消の作製並びに腸炎ピブリオに広く共通する抗原物質の特異性と分布状態について研究を行

なっ Tこ o

〔方法並びに成績〕

(1) 材料

腸炎ビブリオ O 群パイロット菌株は坂崎(予研)より，他の腸炎ピプリオ 127 株は大城(兵庫県

衛研)より分与をうけた。他種ビプリオとしては National Collection of Type Cultures より分

与をうけた Gardner and Venkatraman n . m ・ V.VI及び坂崎より分与をうけた Heiberg の

ビプリオ属菌 6 株を用いた。

(2) 可溶性抗原の抽出並びに部分的精製法

3%食塩・肉エキス寒天培地に 370 C 18 時間培養した腸炎ピブリオ O 群パイロット菌株を 4%食

塩水に懸濁して菌浮遊液を作り，ガラス玉を混じて18時間振塗した後，遠沈上清の80%硫安飽和沈
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澱物をM/100燐酸 Bu旺er pH 7.0 に溶解・透析を行なった。更に乙の溶液に冷アセトンを最終濃

度6096になるよう添加して生じた洗澱物を Bu首位に溶解・透析した後， DEAE-Cellulose Column 

Chromatography を行ない， 0.35M 食塩 M/100 燐酸 Buffer により溶出される活性部分を集め

て，更に80%硫安飽和後沈澱物を Bu百er に溶解・透析してこれを可溶性抗原とした。

(3) 可溶性抗原免疫血清の作り方

各O群パイロット菌株より抽出し， 部分的に精製した可溶性抗原を免疫原として Freund の

Incomplete adjuvant を用いて家兎を免疫し， 0-1 に対してえた抗血清を抗0-1 血清とし，以

下0 一 2 ・ 0-3 ……についてえたものを抗0-2 血清・抗0-3 血清……とした。

(4) Gel 内沈降反応

Ouchterlony の方法を用いた。 Gel 化物質として Difco Bact-Agar (寒天濃度0.7%) を0.15M

燐酸 Bu百er pH 7.0 に溶かしたものを用いた。

(5) 定量凝集反応

凝集原としては腸炎ピブリオ及び他種ピブリオの生菌及び1000 C 1 時間加熱死菌菌液を用いた。

稀釈波は腸炎ビブリオでは 3%食塩水，他種ピブリオでは0.5%食塩水を用いた。反応は500 C の湯

ぶねに一夜，その後氷室に 8 時間静置した後凝集鏡を用いて判定した。

(6) 成績

1 抗0-1 血清とパイロット菌株0-1 --0-10から拍出した抗原との聞に Gel 内沈降反応を

行ない，明確な一本の共通洗降線(A)を認めた。これは 0-11 ・ 0-12及び他種ピブリオでは現わ

れない。また抗0-1 血清と 0-1 との聞には共通沈降線(A)のほかにもう一本比降線が現われる

が，乙れは 0-1 群特異性を示し 0-1 以外のパイロット菌株及び他種ピプリオとの聞には現わ

れない。更に大城の腸炎ピプリオ 0-1 群-0-10群について調べると，共通沈降線(A)は 103株

中 79株 (77%) に認められた。

2 抗0-1 血清を0-2 群パイロット菌株の生菌で吸収すると，この吸収血清は共通洗降線(A)を

示さなくなり 0-1 群菌株の生菌との聞に後述する H凝集も認められなくなるが， 0-1 群菌株

の加熱死菌との問の特異的な O凝集価は変わらない。

3 抗0-1 血清による生菌凝集反応では， 0-1 ・ 0-2 ・ 0-4 ・ 0-5 ・ 0-6 ・ 0-9 に

対して， 1 ， 280-2 ， 560倍の日凝集を示し， 0-3 .0-7 ・ 0-8 ・ 0-10に対して160-320倍

の H凝集を示すが， 0-11 ・ 0 ・ 12及び他種ビブリオは H凝集を示さない。

4 加熱死菌を用いた凝集反応では 0-1 に対して2 ， 560 倍の O凝集を示したが， 0-1 以外のパ

イロット菌株及び他種ピブリオには全く凝集を示さない。また大城の腸炎ビプリオ 127 株につい

て調べると， 0-1 群11株はいずれも 640-1 ， 280倍の O凝集を示すが， 0-1 群以外の 116 株は

全く凝集を示さない。

5 0-1 と全く同じ方法によってえた 0-2-0-5 の可溶性抗原免疫血清について加熱死菌凝

集反応を行なった結果，抗0-2-0-5 血清の O群特異性は上記した抗0-1 血清の 0-1 群

特異性にみられたと同じく群特異性を示す成績がえられた。

C総括〕
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1 腸炎ビプリオ O群ノマイロット菌株より可溶性抗原を抽出し，部分的に精製した。

2 この免疫血清は O群加熱死菌と特異的に反応し， 0凝集を示す。

3 腸炎ピブリオには O抗原とは別に広く共通する抗原が存在し，且つH凝集を示すことから，それ

は H抗原と考える。これは可溶性抗原作製上の指標となる。

4 以上の事から O群別用の免疫血清を作製できたと考える。

論文の審査結果の要旨

厚生省統計によれば， 39年度食中毒事件のうち，原因の判明したものの約50%は腸炎ピプリオによ

ると決定されている。乙のように腸炎ビブリオは現在わが国の食中毒の原因菌としてサノレモネラを凌

ぎ，最も重要な地位を占めており，全国的な研究，調査の結果，乙の菌の性格がだんだん明らかにさ

れてきたが，抗原性に関しては，まだまだ残された問題が多い。

現在，腸炎ビブリオは 10種の 0群と 32種類のK抗原型に分類されているが， 0群別法に関しては群相

互聞の類属反応が強く出るため，現在ではK抗原の型別法のみが実際に応用されているに過ぎない。

実際の食中毒において分離される菌には，既知のK抗原に該当しない未知のK抗原をもつものが続出

しており，型別不能の場合も少なくない。従って特異性の高い O血清の作製が緊急かっ重大な問題と

なっている。

本論文では，腸炎ピプリオの O群パイロット菌株を用いて可溶性抗原の部分的精製法を創案し，こ

れを用いて家兎を免疫すると O群特異性の高い血清が比較的容易に作製しうることを立証している。

即ち，腸炎ピブリオを 4%食塩水に懸濁して振還した後，上清について80彪硫安飽和， 60%アセトン

添加， DEAE cellulose column chromatography, 80%硫安飽和と化学処理を行なって，えたものを

A物質と呼び， これと抗A血清との問でゲ、ノレ内沈降反応上 3 本の比降線が生じるが，それぞれO.K.

H. 抗原によるものであることを証明した。かくして， A物質により， 0抗体が産生されることに着

目して， 0-1 から 0-10までの各群の抗A血清を作製した結果， 0-1 から 0-5 までの 5 群の抗

A血清は極めてO群特異性が高く，又0-6 から 0-10までの 5 群の抗A血清では凝集価は高いが，

類属反応が出るため，適当な吸収法を応用してO群因子血清を作ることに成功している口

型別不能であった腸炎ビプリオ又は新しく，分離される菌の正しい分類と同定は，この新しい群特

異性免疫血清を利用することによって，確実かっ容易となり，腸炎ビプリオの研究に貢献するものと

認める。
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