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歯 基 礎 誌13:25-38,1971. 25

A群 連鎖球菌細胞壁に関する研究

3.細 胞壁の酵素的溶解産物よりえた高分子

量画分の内毒素様の活性について

浜 田 茂 幸
はま だ しげ ゆき

大阪大学歯学部 口腔細菌学教室*

[受付:昭 和45年12月17日]

序 言

著者は本研究の第1報1)に おいて,A群 連鎖球

菌,12型(S.F.42株)の 細胞壁にFlauobAerium

L-11酵 素のある標品を作用 させるとそのペプチ ド

グリカン層が水解 されて溶解すること,こ の溶解

産物をセファデックスでゲル ロ過すると可溶化さ

れた細胞壁のアミノ糖,ラ ムノースのすべてと少

量のペプチ ドをふ くむ高分子量画分 とアミノ糖 を

ふくまずペプチ ドあるいはアミノ酸よりなる低分

子量画分 とに分別されることを報告した。 ついで

第2報2)に おいて後者をさらにイオン交換クロマ

トグラフィー,電 気泳動等によりペプチ ドグリカ

ンの構築単位と考えられるペプチ ドユニットを単

離 してその化学構造 を決定し,L-11酵 素による細

胞壁の溶解に伴って遊離するN-お よびC一末端ア

ミノ酸の分析結果 をもあわせ考えて,供 試細胞壁

のペプチ ドグリカンのペプチ ド部分の構造 を推定

した。

第1報1)の 「序言」に述べたように,ま た本報

で後に考察するように,A群 連鎖球菌の細胞壁あ

るいは細胞壁をフォルムアミドや トリクロル 酢酸

などで処理をしてえられたペプチ ドグリカンには

発熱作用,皮 膚や関節腔の組織に急性および慢性

炎症を惹起する作用,あ るいは心臓に対する傷害

作用などの種々の生物学的活性が 集約されている

ことが報告されている。著者 ら3・4)もS.F.42株 お

よび6型 のS43/100株 の分離 した細胞壁にこれ ら

の作用があることを確認 している。

しかし細胞壁が示すこれ らの生物学的作用は超

音波処理などの物理的な手段によって 適当な粒子

サイズに分散させた細胞液の浮遊液について認め

られたものであり,そ のためにこれらの活性を示

す因子を純化 して,活 性発現にあずかっている化

学物質の構造を決定 し,あ るいは観察される種々

の活性が同一の化学構造に基づ くものかどうかを

明らかにするという重要な研究が進展 しないまま

に放置されている。

この報告では,S.F.42株 の細胞壁のL-11酵 素

による溶解産物から分離 した 高分子量画分に供試

細胞壁標品にみられる生物学的活性が 損われずに

温存 されているかどうかを主として発熱作用を指

標 として検討した研究が記載されている。

材料 と方法

1) 供試菌株およびその培養

第11)お よび2報2)と 同じくA群 連鎖球菌,12型

(S.F.42株)を 使用 した。 しかし培養には,前 報

とは異なり,動 物由来の成分を含まないTrypti-

case soyブ ロース(B.B.L.)を 用いた5)。 この培

地にS.F.42株 を37℃ で18時 間静置培養 したも

のにフォルマリンを最終濃度が0.2%に なるよう

Studies on the cell walls of group A Streptococcus pyogenes. 3. Endotoxin-like activities of the high
molecular weight fraction isolated from an enzymatic digest of the cell walls

S. HAMADA (Department of Microbiology, Osaka University Dental School, Joan-cho, Kita-ku, Osaka)
*大 阪市 北区常安町32(〒530) Jap. J. Oral Biol. 13 : 25-38, 1971.
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に加え,18時 間,4℃ において殺菌したのち,4

Cで連続遠心 して菌体を分離 した。集めた菌体は

5倍 容のpyrogen-freeの 蒸留水で10回 洗滌 し,

付着 している培地成分をできる限 り除くことにつ

とめた。 ちなみに上述の洗滌ならびに以下述べる

実験にはすべてpyrogen-freeの 蒸留水を使用し

た。 これは脱イオン水を全ガラス製の蒸留装置を

用いて2回 蒸留をくり返したものをただちに120°

C,20分 間高圧滅菌 したもので,発 熱物質を含ん

でいないことをウサギを用いて検定 し,確 認した

ものである。(以下単に 「蒸留水」 という)。洗滌

した菌体の30g(湿 重量)を 「蒸留水」に浮遊して

総量を120m1と し,4℃ で一夜攪拌 して均質とし

た。 この菌浮遊液 をガラスビーズとともに前報1)

に記載 した条件でBraunの 装置を用いて振 とう

し,菌 体 を破壊 した。 菌破壊用フラスコを数分間

放置 してガラスビーズを自然沈降させたのち,破

壊 された菌液を傾斜によって 分け取った。えられ

た破壊菌液はそのままでは 細胞質 より溶出 した核

酸のために粘稠性 を帯び,分 画遠心によって未破

壊菌を効率よく除 くなどの操作が灘 かしいので,

まず次のように 核酸分解酵素による処理を行ない

粘度を下げた。すなわち30gの 破壊菌液に1/4容

の0.2Mリ ン酸緩衝液を加えてpH8.0と し,こ

れにデオキシリボヌクレアーゼ1(No.DN-100,

Sigma Chemical Co.,St.Louis, Mo., USA)お

よびリボヌクレアーゼーA(type1-A,同)を いず

れ も最終濃度 が10μg/ml菌 液 と なるように加

え,攪 拌 しながら37℃ で2時 間処理した。 この

ように酵素処理 した破壊菌液はついで450gで20

分間遠心 し,未 破壊の菌を含む沈澱と細胞壁,細

胞質膜および 細胞質内物質を含む上液 とに分け

た。未破壊菌液よりなる沈渣は再びBraunの 装

置にかけ,再 破壊菌液を450gで20分 間遠心 した

初回および再破壊菌液の450gで の遠心上液を合

体 し,グ ラム陽性に染まる未破壊菌の残存が無視

しうる程度であることをグラム染色を行って確め

たのち,FREIMERら6)の 記載に従って4,000g,

60分 間遠心 し,細 胞壁 を含む沈渣 と細胞質膜およ

び細胞内物質を含む上液 とに分別した。

沈渣は 「蒸留水」(約5倍 容)に よって,洗 液の

紫外部吸収が低い一定の 値を示す ようになるまで

(5回)く り返 し洗ったのち,凍 結乾燥 した。湿重

量30gの 全菌から乾燥重量1.97gの 粗細胞壁画分

がえられた。つぎにこの画分をHEYMANNら7),

の記載を参考にして蛋白質分解酵素によって処理

した。 すなわち粗細胞壁1.0gを100mlの0.05M

リン酸緩衝液(pH7.0)に 均等に浮遊 し,プ ロナ

ーゼP(科 研化学K.K. ,東 京)の10mgお よび防

腐 と脱色の 目的でクロロフォルム1mlと トルエ

ン3mlを 加え,37℃ で24時 間処理 した。消化産

物を8,000g,30分 間遠心し,得 られた沈渣 を100

mlず つの蒸留水で6回,つ いで0,05Mリ ン酸緩

衝液(pH7.0)で1回 洗ったのち,結 晶 トリプシ

ン(ト リプシリン,持 田製薬,東 京)の10mgを

溶解 した上記緩衝液の100mlに 均等に浮遊 し,

37℃ で2時 間消化処理を行なった。処理後8,000g

で30分間遠心 し,沈 渣を100mlず っの蒸留水で5

回,つ いで同量の0.2Mグ リシンー塩酸緩衝液(pH

2.2)で2回 洗滌 した。こうしてえた沈渣を上記緩

衝液の100mlに 浮遊 し,10mgの 結晶ペプシン

(Sigma)を 加え,37℃ で2時 間消化 した。8,000

g,30分 間遠心 し,え られた沈渣を100mlの 蒸留

水で8回 洗滌 したのち,凍 結乾燥 した。 乾燥重量

387mgの 精製細胞壁画分が得 られた。

一方上記4 ,000g,60分 間の遠心上清は さ ら に

4,500g,2時 間遠心 し,沈 渣は捨て,上 液をさら

に20,000g,1時 間遠心 し,沈 渣(細胞質膜画分)は

核酸分解酵素で処理後,凍 結乾燥 して他の 実験 目

的に使用するため保存 した(乾 燥重量で約90mg).

2)L-11酵 素の部分精製

第1報1)に 記載 した実験に用いたのと同 じロッ

トの"粗L-11酵 素標品"を 精製の出発材料 とした

が,予 備実験の結果前報1)に 述べた条件でゲルロ

過によって部分精製 した酵素標品には 発熱物質が

含まれてお り,今 回の実験 目的には使用できない

ことが明 らかにされた。 そこで発熱物質を含まな

いL-11酵 素標品を得ることを目標に検討 を重ねた

結果,以 下述べる方法で満足 しうる酵素標品を得

ることに成功した。 すなわち粗L-11酵 素の1 .0g

をpyrogen-freeの0.01Mリ ン酸緩衝液(pH6 .0)
の10mlに 溶解 し,4℃ で10,000g,30分 間遠心
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し,沈 渣 を10mlの 同 じ緩 衝液 に 再 溶 解 した もの

を同 様 に遠心 して 得 た 上清 と最 初 の 上 液 と を合 体

した 。 この よ うに して えたL-11酵 素溶 液 を上 記

緩 衝 液 と平 衡 化 したCM一 セル ロー ス カ ラ ム(2.2

cmφ ×15cm)に か け,pHあ るい は イ オ ン強度 の

異 な る リン酸 緩衝 液 に よ る段 階 的溶 出 を 行 った 。

す なわ ち0・01Mリ ン酸 緩 衝 液pH6.0,同pH

7.0,同pH8.0の 各100ml,つ い でpH8.0の0 .05

M,0.1Mお よび0.2Mの リ ン酸 緩 衝 液 の各200,500

お よび500mlを 流 し,分 取 した10mlず つ の各

フ ラ ク シ ョン につ い てA群 連 鎖 球 菌,S.F.42株 お

よびStaPhylococcus auarus,Copenhagen株 の全

菌 に対 す る溶 解 活 性,蛋 白 質量(280mμ で の吸 収

を指 標 と した),着 色 の程 度(340mμ の 吸収 を測 定

した)を 調 べ た。 図1に 示 され て い る よ うにS.F.

42株 の 全 菌 浮 遊 液 の0.D.を 減 少 させ るが,3

aureus全 菌 に は 作 用 せ ず,蛋 白質 お よび褐 色 の着

色 物 質 を多量 に含 む溶 出液 量450mlか ら650mlま

で の 部分 と,両 菌 種 の全 菌 に溶 解 活 性 を示 し,着

色 物 質 をほ とん ど含 ま ず,ま た 蛋 白質 含 量 も低 い

溶 出量800mlか ら1,000mlま で の部 分 とが分 離

され た、 後 者 に属 す る フ ラク シ ョン をプ ール し,

0.005Mの リン酸 緩 衝 液(pH8.0)の11に 対 し

て4。Cで12時 間 ず つ,く り返 して2回 透 析 した 。

こ う して えたL-11酵 素溶 液 はS.F.42株 の細 胞 壁

に対 して1.68単 位/mlの 溶 解 活 性 を示 し,か つ そ

の0.5mlを ウサ ギ に 静 脈 内注 射 して も 認 む べ き

図1粗L-11酵 素 のCM-セ ル ロー ス カ ラム ク ロマ

トグ ラ フ ィ ーに よ る分 画 ・精 製

発熱活性を惹起しなかった。 ちなみに牛血清アル

ブミンを標準 としてLowry法 で測定したこの酵

素溶液の蛋白質含量は0.17mg/mlで あった。

3) 化学分析

アミノ酸およびアミノ糖の分析は6NHCl中 で

100℃,12時 間加水分解した試料についてアミノ

酸自動分析機(KLA・3B,日 立製作所,東 京)を

用いて行った.総 ヘキソサミンの定量はGHUY-

SENら8)が 記載 している方法に従った。またラム

ノースおよびウロン酸の定量は試料 をあらか じめ

水解することなく,そ れぞれDISCHEとSHET-

TLES9)の方法およびDISCHE10)の 方法によって実

施 した。 脂肪酸の分析はメチルエステル化 した試

料についてガスクロマ トグラフィーを行なった.

4)発 熱作用の検定

体重約2kgの オスのウサギを試験動物 として

検体の浮遊液ないし溶液の1.0あ るいは2.0mlを

耳静脈内に注射 し,時 間を追って直腸温度 を水銀

体温計で測定 した。 この間供試 ウサギはスチール

製の固定器に入れ,温 度調節 した場所で極力安静

な状態を保たせた。 なお検温開始前2時 間から検

温終了時まで断食 させた。 原則 として一匹のウサ

ギは一回 しか 発熱作用の検定 に は使用 しなかっ

た。一部の実験では体温の測定と並行 して経時的

に辺縁耳静脈 を穿刺 して採血し,流 血中の白血球

数の算定を金井11)の記載に従って行なった。

5)そ の他

実験 目的からみて当然のことながら,外 来性の

発熱物質が実験に使用する器材から発熱作用の検

定 に供する試料に混入することがないように,可

能な限 りの注意を払 った。 すなわち実験に用いる

精製水 としては1)で 述べたようにしてえた発熱

物質を含まないことを確めた 「蒸留水」を用い,

緩衝液その他の水溶液の 調製にはすべてこの 「蒸

留水」を使用した。 またガラス器具は濃硝酸によ

って加熱処理後,上 記 「蒸留水」で十分に洗滌 し,

さらに180。C,数 時間乾熱滅菌 したものを実験に

供 した。 さらに細胞壁の酵素的溶解産物の分画に

用いたセファデックス ・カラム,CM-セ ルロース・

カラムもpyrogen-freeの 「蒸留水」あるいは緩

衝液で膨潤あるいは活性化を行ない,か つ試料添

―27―



28 歯基礎誌13巻1号1971年

加 前 に カ ラ ムの 数 倍 容 のpyrogen-freeの 出発 溶

媒 に よ って徹 底 的 に洗 滌 した 。

結 果

1)S.F.42株 細 胞壁 の酵 素 的 溶 解 産 物 か らの 高

分 子 量 画 分(HMW)の 分離 とそ の化 学 組 成

精 製 細 胞 壁 標 品 の 「蒸 留水 」 浮 遊 液(10mg/ml)

35mlにL-11酵 素 の35単 位 を含 む0.01Mの リン

酸 緩 衝 液 の35mlと 防 腐 剤 として ア ジ化 ナ トリウ

ムの7mgと を加 え,37℃ で96時 間反 応 させ た 。

43%の0.D.減 少 を示 した反 応 系 を40,000gで60

分 間 遠 心 して上 清(可 溶 性 画 分)と 沈 渣 とに分 け,

沈 渣 は蒸 留 水 で 洗 い,洗 液 は上 清 に合 体 した 。 洗

った 沈 渣 は 凍結 乾燥 し(乾 燥 重 量 で185mg),後 述

す る よ うにL-11酵 素 で再 処 理 した 。 一方 洗 液 を

加 え た 上 清 は ロー タ リー エバ ボ レー ター で約2ml

に減 圧 濃縮 し,こ れ を前 報1)に 記 載 した条 件 で セ

フ ァデ ッ クスG-50お よびG-25(Pharmacia,ス

ェー デ ン)の 連 結 カ ラ ムで ゲ ル ロ過 した。 前 報1)に

記 載(図4参 照)し た の とほ ぼ 同様 な溶 出パ タ ー ン

が え られ た 。 高分 子量 画 分(HMW)を プ ール して

濃 縮 後,凍 結 乾燥 して約110mgの 白色 粉 末 の標 品

を得 た 。 一 方 上 述 の40,000g,60分 間 の遠 心 沈 渣

は 第 一 回 目 と全 く同一 の 条 件 下 でL-11酵 素 に よ

り,37℃ で96時 間 再 消 化 した 結 果55%に 及 ぶ

0.D.減 少 がみ られ た。 反応 液 を40,000gで60分

間 遠 心 して得 た 可溶 性 画 分 を第1回 目の それ と同

様 に してゲ ル ロ過 を行 い約50mgのHMWを え

た 。 第1回 お よび第2回 の 酵 素 処 理 に よ って え た

HMWは,化 学 分 析 お よ び後 述 す る種 々の生 物学

的 活 性 の い ずれ に つ い て も,本 質 的 に同 一 の 結果

を与 え た。

表1に 示 され て い る よ うに,HMWは グル タ ミ

ン酸,ア ラニ ン(グ ル タ ミン 酸 残 基1モ ル あ た り

3.6モ ル,以 下 同 じ),リ ジ ン(1.2モ ル),ム ラ ミ

ン酸(0.9モ ル),グ ル コサ ミ ン(4.5モ ル)お よび

ラ ム ノー ス(9.0モ ル)か ら構 成 され,出 発 材 料 で

あ る細 胞 壁 に は少 量 なが ら検 出 され る 上 記 以 外 の

ア ミ ノ酸 は いず れ も検 出 され なか った 。 す で に報

告 した よ うに,S.F.42株 の細 胞 壁 で は水 解 に伴 う

ム ラ ミン酸 の 破 壊 が 著 し く,グ ル タ ミ ン酸 残 基1

表1 HMWの 化学組成

以上の他 に微 量の脂肪酸 が検出 された(本 文参照)。

また水解に伴な ってお こる構成成 分,特 にムラ ミン

酸の破壊に対 す る補正 は行 なわなか った。

モル当 り0.5モ ルのムラミン酸 しか検出されない

こと1)を考慮に入れると,HMWが なんらかの原

因で(第2報 の 「考察」参照)でL-11酵 素のムラ

ミン酸→アラニンアミダーゼ の 作用 を免れた部分

を含み,し かしながら可溶性 となったペプチ ドグ

リカンの一部(グ リコペプチ ド)と,ラ ムノース

とグルコサ ミンとによりなるおそ らくはA群 に特

異なC多 糖体との複合体であることが,上 述の分

析結果より推定 される。 またこの複合体のグ リコ

ペプチ ド部分のムラミン酸残基のかなりの部分が

ペプチ ドを結合 していないことは第2報 に述べた

ように供試細胞壁にふ くまれる総 アミノ基の約85

%が,ア ミノ糖およびラムノースを含まない低分

子量画分(LMW)と してHMWと は別に分離 さ

れる事実からも推定 される。

以上の成分の他に,リ ンとアンモニアとが検出

されたが,前 者はC多 糖体とペプチ ドグリカンと

の結合に関与し12)13),後者はグルタミン酸残基の

ペプチ ド結合に与っていないカルボキシル 基の-

部をアミド化 している結合アンモニア2)で あろ う

と考えられる。 なお重量 を基準 と し て 考えた場

合,供 試HMW画 分のかなりの部分(約28%)

が以上の成分のみでは説明できないので,脂 肪酸

ならびにウロン酸の検出を試みた。その結果C12:0
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C14:0,C16:0,C16:1,C18:0,C18:1お よ び未 同定 の2

種 類 の脂 肪 酸 の存 在 が み とめ られ た が,い ず れ も

微 量 に す ぎず,ま た ウ ロ ン酸 は全 く検 出 され な か

った 。 灰 分 の 含 量 は,利 用 し うる試 料 の 量 が 限 ら

れ て い た た め測 定 で き な か った 。

2)細 胞 壁 浮遊 液 の 発熱 作 用 と 流 血 中 の 白血 球

数 に 対 す る変 動作 用

ま ずA群 連 鎖 球 菌 の細 胞 壁 の 音 波 処理 浮 遊 液 に

発熱 作用 が認 め られ た とい うROBERSONとSCH-

WAB14)の 実 験 を追 試 確 認 す るた め に,L-11酵 素処

理 に 供 した細 胞 壁 標 品 を 「蒸 留水 」 に 浮 遊 した も

の(1mg/ml)を20Kc/s,音 波 発 生 装 置(UR-150P,

富 永製 作 所,東 京)を 用 い て,氷 冷 しつ つ20分 間

超 音 波処 理 を行 い 均 等浮 遊 液 と し,そ の1あ る い

図2音 波処理によって分散させた細胞壁浮遊液の
静脈内注射によるウサギの体温と循環白血球

数の変動
各点は各時点における3羽 のウサギについて
の測定値の算術平均値

は2mlを 体重約2kgの ウサギに静脈注射 して体

温および循環血流中の白血球数にどのような影響

を与えるかをしらべた。 図2に 示すように,1時

間以内に急速な体温の上昇と白血球数の減少とが

み られた。 その後数時間の経過中に上昇 した体温

は徐々に正常に復帰 し,流 血中の白血球数は逆に

漸次増加の傾向を示 し,注 射後6時 間目には注射

前のそれの2倍 以上に達 した。 対照実験 と して

「蒸留水」の2mlを 注射したウサギでは体温,白

血球数ともに認むべき変化はなかった。 なお未処

置の正常ウサギの一 日を通 じての体温の 変動は本

実験の体温測定の条件下では最大±0.3℃ であっ

たので,以 下の実験では試料の静脈内注射により

0.5℃ 以上の体温の上昇が認められた場合を発熱

作用陽性 とした。

図3 HMWの 静脈内注射によるウサギの体温と
循環白血球数の変動

各点は各時点における3羽 のウサギについて
の測定値の算術平均値
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3)HMW溶 液の発熱作用と流血中の白血球数

に対する作用

0.05～1.0mgのHMWを1mlの 「蒸留水」

に溶解 したものを静脈内に注射された体重約2kg

のウサギが示す体温ならびに循環白血球数の 変動

が図3に 示 されている。 急激かつ著明な体温の上

昇,な らびに一時的ではあるが明確な白血球数の

減少と続いておこる 白血球数の増加 が観察 され

た。 供試動物数が各注射量につき3羽 にすぎない

ので,注 射量 と体温ないし白血球数の変動の大き

さとの間にきれいな 相関関係は認められないが,

最少有効量は約0.1mgで あ り,0.05mgの 投与で

は体温,白 血球数 ともにほとんど影響 を受けず,ま

た0.5mgのHMWの 注射では最高1 .5℃ 以上

で,か つ数時間持続する体温の 上昇がみられた。

超音波処理 してえた細片の浮遊液では2mgの 注

射 によって最大0.8℃ の発熱しか示 さなかったか

ら,重 量あた りでは可溶性のHMWの 方が細胞

壁そのものよりも発熱作用が明 らかに 強い。しか

し白血球数減少に継起 する 白血球数の増多は細

胞壁細片 を静注した場合の方が著しいようであっ

た。

ここで吟味を要するのは,HMWに 認められた

上記の作用がHMWの 出発材料である細胞壁溶

解物 を得るのに 用いたL-11酵 素のこの 画分への

混入によるものではないかとの可能性である。こ

の可能性を排除するために,細 胞壁の消化に用い

たL-11酵 素のすべてがHMW画 分に回収 される

と仮定 し,HMWの 調製に用いたのと同一の酵素

標品溶液の200μl分(上 記の仮定にたつと1mgの

HMWに 含まれる酵素量に相当する)に ついて発

熱作用および流血中の白血球数に対する作用を調

べた。その結果,酵素溶液を静注されたウサギの体

温および白血球数には有意の変化は認められず,

HMWが 示す発熱作用および流血中の白血球数に

対する作用は混在 しているかも知れない 酵素溶液

に基 くという可能性は除外され,酵 素的に解体さ

れた細胞壁成分そのものによることが 明かにされ

た。

3)HMWの 発熱作用に対する耐性(tolerance)

の発現および耐性よりみたHMWと 内毒素との

関 係

HMWの1.0mgを 一日 お き に体 重 約2kgの ウ

サ ギ に静 脈 内注 射 し,各 回注 射 時 の 発 熱 反 応 を比

べ た と ころ(図4;(1),(2),(3)),次 第 に 発 熱 応 答

の レベ ル が 低 下 す る こ とが 示 され た。 第3回 目の

注 射 か ら1日 お い てEscherichia coliの 内毒 素(Li-

popolysaccharide B,E.coli O:128:B12,Difco

Laboratories,Detroit,Mich.,USA)の1μg/ml「 蒸

留 水 」溶 液 の1mlを 耳 静脈 内 注 射 した と こ ろ,

HMWの 発 熱 作 用 に対 して は完 全 で は な い が 明 確

図4 HMWの 連続注射によるHMWの 発熱作用
に対する耐性の成立,お よびHMWに 耐性

となったウサギのE.coli内 毒素の注射に対

する発熱応答
各点は各時点における3羽 のウサギについて
の測定値の算術平均値。実験方法は本文参照

な耐性が成立していた供試ウサギに,著 明な,し

かも持続的な発熱応答が認められた(図4 ,LPS)。

この事実はHMWが 示す 発熱作用がこの画分に

混入しているグラム陰性菌の内毒素様の発熱物質

によるものではないことを示す 証拠の一つと考え

られる。なお図には示 されていないが,HMWに

(部分的に)耐 性 となったウサギに,最 後の注射

から2週 間後に1mgのHMWを 注射して 調べ

たところ,耐 性出現前 と同じレベルの発熱応答が

認められ,耐 性が消失 していることが示 された。

次に上記の場合 とは逆に,E.coliの 内毒素の

反復注射によって 耐性15)にしたウサギにHMW

を注射 し,交 叉耐性の有無 を調べた。 す な わ ち

E.coli内 毒素を最初の3日 間にはE.coli内 毒
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図5 E.coli内 毒素の連続注射によって内毒素の
発熱作用 に耐性 になった ウサギ に対す る
HMWの 発熱作用

各点は各時点における3羽 のウサギについて
の測定値の算術平均値。実験方法は本文参照

素の1μgず つを毎 日,つ づ く4日 間には2μgず

つを毎 日耳静脈内に反復注射 し,毎 回の発熱を比

べたところ,図5に 明 らかなように,発 熱応答が

漸次低下し(図 を簡略にするために1,3,5お よ

び7日 目の注射時の 発熱応答 の み を図5に 示 し

た),明 確な耐性の発現が 認められた。 このよう

にしてE.coli内 毒素に耐性としたウサギに内毒

素の最後の注射(7日 目)か ら1日 おいて0.5mg

のHMWを 注射 したところ,有 意の 発熱反応は

観察 されるが,応 答のレベルは 同量のHMWを

未処置のウサギに注射 した 場合(た とえば図3を

参照)に 比べて,著 しく低 く,E.coliの 内毒素

に耐性となったウサギはHMWに 対 して交叉耐

性を示すことが明らかとなった.

4)ク ロールプロマジンによってHMWの 発

熱を抑制する試み

体重約2kgの ウサギにクロールプロマジン(コ

ントミン,吉 富製薬,大 阪)を2mg/kgの 割合16)

に耳静脈内注射 し,30分 後に0.5mgのHMWを

投与したときの体温の変動が 図6に 示 され て い

る。 クロールプロマジンのみの注射によって最大

約20C,8時 間以上続 く体温 の降下がみられるの

に対して,ク ロールプロマジン投与後HMWを

静脈内注射 したウサギでは体温 の 降下は約1。C

に留 まり4～6時 間後には注射前の体温 に も ど

図6 クロール プロマジ ン(2mg/kg)注 射後 のウ

サギに対す るHMWの 体温に及ぼす効果

各点は各時点 にお ける3羽 の ウサギにつ いて

の測定値の算術平均値

CP:ク ロールプロマ ジン

ることがわ か る。 クロールプロマジンの投与が

HMWの 発熱作用に全 く影響 しないとはいえない

が,ク ロールプロマジンの投与によって正常体温

のレベルが低下したウサギに対してもHMWに 発

熱作用を有することを示すものと解釈 され よう.

5>HMWの 発熱作用に対する加熱の影響

HMWの 「蒸留水」溶液(1mg/ml)を100℃

で10分間加熱処理 した後,そ の1mlを ウサギに

静脈内注射 して発熱の有無を調べた。加熱HMW

は未処理のそれと同程度の発熱作用を保持 してい

ることがわかった。 ちなみにHMWの 出発材料

で細胞壁はプロナーゼ処理の段階で60℃,16時 間

の加温をうけたものであることを付記しておく。

6)HMWの エ ピネ フリン試験 お よ び局所

Shwartzman現 象における活性

THOMAS17),STETSONら18)の 記載に従ってエ

ピネフリン試験を試みた。すなわち2mgのHMW

を体重2kgの ウサギに 静脈内注射 し,1時 間後に

エピネフリン(Adrenalin,Merck,ド イツ)の10,

50,100μgを0.2mlの「 蒸留水」溶液として皮内に

注射 した。図7に 示すように,注射後5～6時 間を

経た頃からエピネフリンの注射量に応 じた 強さと

拡がりを持った点状出血斑が注射部位を 中心 とし

て出現 し(その拡がりは直径数cmに 及ぶ),そ の

後次第に壊死に陥 り24時間後には極期に達した。
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図7 HMWの2mgを 静脈内注射 した ウサギに,

注 射1時 間後に100μgの エ ピネ フリンを皮 内

注 射 した際 にみ られ る皮膚の反応(皮 内注射

後24時 間 目に撮影)

この部分を病理組織学的に検索したところ,皮

膚の結合織線維間に核の崩壊を示す細胞(そ の由

来は必ず しも判然としないが,リ ンパ球や好中球

で構成されているようにみえる)が 浸潤 した散在

性 の限局した壊死病巣が認められた。 ただし細胞

の浸潤は筋肉層には及ばず,化 膿性の皮膚病巣 と

はその病理所見を異にしていた。

次にHMWとHMW,あ るいはHMWとE.

coli内毒素とを準備因子あるいは惹起因子 として

組み合わせ,HMWが 局所Shwartzman活 性を

有するか否かを調べた。 すなわち準備注射 として

HMWの2.0mg,1.0mgお よび0.5mg(い ずれも

0.2ml中)を 皮内注射 したウサギに,18時 間後に

HMWの2.0mg,1.0mgあ るいはE.coli内 毒

素の200μgを 静脈内注射(惹 起注射)し,皮 内注

射部位におけるShwartzman現 象 の有無をみた

が,い ずれの組み合わせにおいても結果は陰性で

あった。 対照の 目的で内毒素の25,50,100μg

(0.2ml中)を 皮内注射 し,18時 間後に200μgの

内毒素を静脈注射 した場合には,い ずれの準備注

射部位にも典型的な局所Shwartzman現 象の出

現がみ られた。

考 察

微生物由来の発熱物質 として種々のグラム陰性

菌の内毒素およびミキソウイルスに含まれている

発熱因子などがよく知 られてお り,と くに前者に

ついては種々の面から広範な研究が行われ,ま た

実験的発熱反応のモデルとして 内毒素を利用して

い る研 究 も多 い19)20)。 一 方 グ ラム 陽 性 菌 に つ い て

も,そ の 菌 体 あ るい は 菌 体 成 分 の あ る もの が 発 熱

作 用 を有 す る こ と を示 した 研 究 は必 ず し も少 な く

な い が,そ の作 用 は グ ラム 陰 性 菌 内 毒 素 の場 合 の

よ うに著 明 で は な く,ま た 発 熱 をお こす 活 性 因子

の 化 学 的 実 体 あ るい は 発 熱 機 序 に つ い て の 研 究

も内毒 素 の場 合 に 比 べ る と 著 し く た ち 遅 れ て い

る21)。

第1報1)で 述 べ た よ うにA群 連 鎖 球 菌 は きわ め

て多 彩 な疾 患 を ひ きお こ し,ま た この事 実 と対応

して き わ め て多 種 類 の 生 物 学 的 に活 性 な 菌 体成 分

あ る い は菌 体 外 産 物 を産 生 す る点 で 特 徴 的 な 菌 で

あ る が,発 熱 因 子 につい て もSTETSON18),RO-

BERSONとSCHWAB14),ROTTAとBEDNAR22)

お よびKIMとWATSON23)ら の研 究 が あ る。ST-

ETSON18)はA群 連 鎖 球 菌(1,3,12型)を ガ ラス

ビ ー ズ と共 にMickleの 装 置 で振 と う破 壊 し,破

壊 菌液 を高 速 遠 心 して え た上 液 に 発 熱 作 用 を は じ

め とす る種 々 の 内毒 素 様 活 性(局 所 お よ び 全 身

Shwartzman現 象,エ ピネ フ リ ン反 応 を惹 起 す る

作 用)が 存 在 す る こ と を 報 告 して い る 。 彼 は こ

の画 分 を"endotoxic streptococcal lysate"と 記

載 して い る のみ で あ り,お そ ら く細 胞 の 原 形 質 画

分 お よび音 波 処 理 で細 片 化 され た 細 胞 壁,細 胞 質

膜 を含 む と考 え られ るが,活 性 因子 が細 胞 の どの

部 分 か ら由来 した も のか,あ るい は どの よ うな化

学 性 状 の も のか は明 らか で は な い 。 そ の 後,Ro-

BERSONとSCHWAB14)はA群 連 鎖 球 菌(1型)を

音 波 処 理 に よ っ て 破 壊 した もの を し ょ糖 密 度 勾 配

遠 心 な どの 方 法 で 分 画 して 細 胞 壁 画 分 を分 離 し,

これ をパ パ イ ン 消 化 した後 超 音 波 処 理 して 細 片 化

した 細胞 壁 の浮 遊 液 をつ く り,こ れ にSTETSON18)

の``endotoxic lysate"と 同様 な 発 熱 作 用 を は

じ め とす る内毒 素 様 活 性 が存 在 す る こ と を 報 告 し

た 。 さ らにROTTAとBEDNAR22)はA群 連 鎖 球

菌 の分 離 した細 胞 壁 を フ ォル ム ア ミ ド抽 出 し,残

渣 と して得 られ るペ プチ ドグ リカ ン 画 分(彼 らの

い うム コペ プ チ ド)に は 発 熱 惹 起 能 が 存 在 す る

が,抽 出 され るC多 糖 体 に は 発 熱 作 用 は 認 め られ

な か っ た と主 張 した 。 また 彼 らはA群 以 外 のB,

L群 の 連 鎖 球 菌 の 細 胞 壁 ペ プチ ドグ リカ ンに もA

―32―



33

群のそれとほぼ 同程度の発熱作用がみられたと報

告 している。ROBERSONら14),ROTTAら22)のい

ずれの実験においても重要な所見として 指摘され

ているのは,細 胞壁自身あるいはペプチ ドグリカ

ン画分のいずれについても,被 験動物に静脈内注

射す る供試材料の粒子サイズが作用の発現に重要

な要因であ り,超 音波処理 を行なってコロイ ド状

としなければ十分な活性が現われないということ

である。 なおA群 連鎖球菌の培養口液にみとめら

れ る易熱性の発熱作用は猩紅熱発赤毒素蛋白質に

よるものであることがKIMとWATSON23)の 研

究によって明らかにされた。

ちなみに連鎖球菌以外のグラム 陽性菌について

は,ATKINSら21)がStaphylococcus aureus, S.

albus, Diplococcus(type IV), Bacillus subtilis,

Listeria monocytogenesな どの全菌体がその108

個をウサギの静脈注射 した とき,明 瞭な発熱反応

をひきおこすことを観察 している。 グラム陽性菌

の全菌体を静脈注射したさいに観察される発熱は

グラム陰性菌内毒素のそれ24)とは,一 般に発熱の

パ ターンが異な り,有 意の体温上昇がみられるま

での潜伏期が長 く,ま た内毒素による典型的な発

熱にさいしてみられるような二峰性の発熱応答が

み られず,時 間の経過 と共に徐々に上昇する発熱

が認められる。ATKINSら19)20)は,こ のような発

熱はた とえばデキス トラン,メ チルセル ロース,

リン酸カルシウム,イ オウ,カ オ リン,石 英,二

酸化 トリウム,酸 化鉄および金のような有機ある

いは無機のコロイ ド粒子とをウサギに 注射 した際

にみられ る発熱反応 と類似 してお り,し たがって

これ らのコロイ ド類 とグラム 陽性菌の菌体 との間

には分子サイズや荷電など,両 者に共通するなん

らかの物理化学的特性があり,こ の特性に発熱作

用は依存 している可能性があることを指摘 してい

る。また上述の可能性を支持する事実 としてSta-phy

lococcusの 分離 した細胞壁 を卵白リゾチーム

で溶解す ると発熱作用が消失することを挙げてい

る19)。なおA群 連鎖球菌細胞壁あるいはペプチ ド

グリカンの発熱作用が超音波処理を行 うと著明に

増強 されるという前述のROBERSONら14),Ro-

TTAら22)の 所見は発熱因子の化学的特性の 重要

性 を否定するものではなく,必 ず し もATKINS

の見解19)20)21)を全面的に支持するものとはいえな

いが,供 試材料の物理化学的性状がその発熱作用

の発現に重要な関連 を持っていることを示してい

る。

著者はA群 連鎖球菌(12型,S.F.42株)細 胞壁

をL-11酵 素で消化 した 溶解産物から分離 した高

分子量画分(HMW)が 強い発熱作用を有するこ

とを明かにした。 化学分析の結果,こ の画分はA

群連鎖球菌の群特異C多 糖体の構成成分であるラ

ムノースとグルコサミン,お よびA群 連鎖球菌細

胞壁ペプチ ドグリカンの構築要素であるアミノ糖

ならびにアミノ酸からな り,微 量 の脂肪酸を除

き,他 の物質は存在するとしてもきわめて微量に

すぎないことが示 された。 ここで強調 しておかね

ばならないのは,こ の研究でとり上げた細胞壁由

来の発熱物質が,従 来報告されているグラム陽性

菌の発熱物質が,上 述の菌体外物質性のものを除

き,全 菌体そのもの,あ るいは菌体を物理的手段

のみによってのみ 細片化して,コ ロイ ド状 とした

ものとは異なり,細 胞壁 を酵素的に加水分解 して

えた真の溶液(solution)と みなしうるこ とで あ

る。しかも重量単位で比べると,こ の可溶性の発

熱物質の活性は 出発材料 として用いた細胞壁を超

音波処理によって微細粒子 としたものにくらべる

と数倍も強いことが示された。 したがってグラム

陽性菌が示す菌体性の発熱作用がコロイ ド粒子と

しての物理化学的特性に依拠 しているというAT-

KINSら の主張は,少 なくともHMWに ついて

は妥当でないと考えられる。 ちなみにHMWの

最少有効量が0.1mgで あるのに対 して有機あるい

は無機のコロイ ド粒子が発熱をひきおこすのに必

要な量が大きく,た とえば デキ ス トランでは最

低10mg25)で あることはHMWに よる発熱がコロ

イ ド粒子のそれとは異なることを裏書 き して い

る。 もっともこのような考察は0.1mgで 有意の

発熱作用 を示す 超音波処理でえたA群 連鎖球菌の

細胞壁細片の浮遊液の発熱作用についても同様に

あてはまる。(ちなみにROTTAとBEDNAR22)は

音波処理 によって「可溶化」したペプチ ドグリカ

ンは1μgの 少量で有意の発熱作用を惹起 す る と
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主張 しているが,本 研究における著者の経験にて

らしてみると今後の確認を要すると考えられる)。

さてHMW画 分が示す強い発熱作用を担 う活

性因子の化学的実体は何であろうか。 化学分析の

結果は,HMWが 細胞壁構成成分 と微量の脂肪酸

以外の調べた限 りの物質を少なくとも化学的方法

で検知 しうるほどには含んでいないこと を示 し

たが,自 然界に広 く存在するグラム陰性菌の内毒

素がきわめて微量で発熱作用を示すことはよく知

られた事実である。例えばSalmonella typhosaの

内毒素の有効最少必要量は0.0002μg/kg26),E.coli

のそれは0.002μg/kg24)27)であることが報告されて

おり,菌 種や実験方法によってまちまちではある

が,内 毒素の最少有効発熱量はだいたい10-3μgの

オーダー と考えられる。またKIMとWATSON23)

によると易熱性の狸紅熱発赤毒素の最少有効発熱

量は0.07μg/kgで ある。後者がHMWに 爽雑し

ている可能性はHMWの 発熱作用が100℃,10

分間の加熱によっては減弱 しないとい う事実によ

って排除することができる。 一般に発熱作用を示

す物質がみつかったさい,特 にその活性因子が耐

熱性を示す場合には,BENNETTとBEESON28)が指

摘 しているように,そ の作用が外部から混入した

グラム陰性菌の内毒素の作用によるものではない

ことを確認することが必要である。 しかし観察 し

ている発熱作用が混入した 内毒素の作用によるも

のでないことを積極的に実証することは実際には

しばしば困難であり,む しろ実験材料 を調製する

段階において内毒素が混入することがないよう最

大限の注意をは らうことによって,観 察している

発熱作用が内毒素によるものではないかとの批判

を回避している場合が多い。本研究に お い て も

HMWに 外来性の発熱物質が爽雑することがない

よう細心の注意を払い,ま た実験の性質上HMW

に混入する可能性を除外できないL-11酵 素につ

いては対照実験を行って供試 した酵素標品に発熱

作用がないことを確認 した。加えてHMWの 連

続注射によって耐性 としたウサギもE.coli内 毒

素には耐性 を示 さないこと,HMWの 発熱反応は

その持続がグラム陰性菌内毒素のそれに比べて短

時間であること,さ らにまたHMWは 局所Sh-

wartzman反 応の成立に,準 備因子 としても惹起

因子としても与 らないことなどの事実は,HMW

の発熱作用が混入 した 内毒素によるものではない

ことを示す傍証 とな りえよう。なおE.coliの 内

毒素に耐性 となった ウサギにHMWを 注射 した

時HMWの 発熱作用が著 しく抑制されたが,こ

の所見はHMWの 発熱作用が爽雑する内毒素に

よることを示すものと受けとられな くもないが,

内毒素が示す 複雑で幅広い病理ないし生理作用を

考えると,内 毒素に よ る非特異的な 作用の一つ

の現われ と考えるのが 妥当であろう。 も っ と も

ROTTAとBEDNAR22)は0.5μGのE.coli内 毒素

を16日 間続けて耐性にしたウサギに,20μgお よ

び50μgの ペプチ ドグリカンを注射 したところ,

20μgで は発熱はみとめられなかったが,50μgを

注射 した場合には内毒素によって成立 した 耐性に

抗 して十分な発熱がみられた と報告 して い るの

で,HMWに ついてもより大量を使用すれば内毒

素に耐性 としたウサギにも発熱作用 をひきおこし

えたかも知れない。

HMWが 示す発熱作用が細胞壁の構成成分その

ものの作用であることはほぼ 誤 りないと考え られ

るが,そ れでは活性発現に必要な化学構造は どの

ようなものであろうか。ROTTAら22)の 研究によ

れば,A群 連鎖球菌をフォルムアミドで抽出 して

C多 糖体を除去したペプチ ドグリカンにも発熱作

用が認められ,抽 出されたC多 糖体は不活性であ

った とい う。 この実験の結果が正 しいとすると,

C多 糖体ペプチ ドグリカン複合体 と考え られ る

HMWの 発熱作用に 関与している構造は,第1

報1)お よび第2報2)の研 究成績 を考え合わ せ る

と,ム ラミン酸→グルコサミンを反復単位 とする

グリカン部分のムラミン酸残基の一部にL-11酵 素

のムラミン酸→L-ア ラニンアミダーゼ作用を,な

んらかの理由でまぬがれたL-ア ラニン→D-グ ルタ

ミン酸→L-リジン→D-ア ラニンのペプチ ドユ ニ ッ

トが結合 したグリコペプチ ドとい う こ と に な ろ

う。 そうであるとすれば,基 本的な構造において

は類似 しているが,構 成アミノ酸の種類やペプチ

ドユニッ ト間の架橋の有無,種 類などについて多

少ずつ異なる他の細菌種のペプチ ドグリカン29)に
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もA群 連鎖球菌のそれ と本質的には 同様な発熱作

用が認められるかどうかを調べることによって解

明されるべき興味ある研究課題 といえる。 また作

用点 を異にするペプチ ドグリカン水解酵素30)を利

用することによって,発 熱作用の発現にペプチ ド

グリカンのどのような構造が必要かを明かにし,

あわせてHMWに み とめられる発熱作用が内毒

素によるものではないことを決定的に実証するこ

とができよう。今回の研究においてもHMWを

卵白リゾチームあるいはChalaropsis酵 素30)を作

用 させて発熱活性がどのように影響されるのかを

調べようとしたが,HMWは これ らの酵素に明確

な感受性 を示 さず,さ しあたってはこの種の実験

を断念した。なおKARAKAWAら31)が ペプチ ド

グリカンの抗原決定基の研究に利用 しているD-お

よびL-グ ルタミン酸,リ ジン,D-お よびL-ア ラ

ニンよりなる種々の分子量,種 々のアミノ酸構成

の合成ポリペプチ ドをこの方面の研究に導入でき

れば,細 胞壁ないしペプチ ドグリカンが示す発熱

作用をはじめとする生物学的活性 をめぐる問題の

解明に役立つかもしれない。

つぎにHMWの 静脈内注射による発熱の機序

については,こ の研究では十分な検討を加えなか

った ので,推 測を めぐらす ことしか できない、

内毒素のみならず発熱物質の多 くは,そ れ 自体体

温調節中枢に作用する よりは む しろ被験動物 の

顆粒白血球 その他 に作用 して いわゆる 内因性発

熱物質が産生,遊 離 され,こ れが中枢に作用する

ことにより発熱を惹起させるという説32)が一般的

に承認 されているようである。 このような観点か

らみると,HMWを 静脈内注射 したウサギにみら

れる発熱応答がSTETSON18),ROBERSONとSCH-

WAB14),ROTTAら22),ATKINSら21)に よって報

告 されてい る連鎖球菌や そ の他のグラム陽性菌

を注射 したさいの発熱応答に比べて,発 熱のはじ

まりがすみやかであり,持 続時間も短いという事

実は,HMWが 可溶性であるために顆粒白血球 と

の接触が喰作用 とそれに伴 う菌体,細 胞壁の解体

などの過程を必要 とせずに行われ,そ のために内

因性発熱物質の産生 も急速に行われるのではない

かと考えることによって一応説明され うる。 また

微生物由来の物質による発熱を抗原抗体反応に基

くアレルギーの表現 の一つとみなす 考え方もあ

る。たとえばBCGを 感染させたウサギに旧ツベ

ルクリンを静脈内注射すると著明な発熱作用がみ

られるという事実が知 られている(たとえばHALL

とATKINS33))。 またFANら34)は 牛血清 アル

ブミンについて,ROOTとWOLFF35)は 人血清ア

ルブミン について いずれも免疫反応に基 くと考

えられる発熱を報告して いる。HMWを 構成し

ているグリコペプチ ドおよびC多 糖体 はいずれも

抗原性を有することが知 られてお り前者について

はKARAKAWAら36)37)38)の 研究があげられる),

また供試ウサギ一般がA群 連鎖球菌,あ るいはグ

リコペプチ ドないしC多 糖体と交叉反応を有する

抗原をふ くむ微生物の感染によって感作されてい

る可能性を想定することはあながちあ りえないこ

とではないが,ア レルギー反応 に基 く発熱反応

はHMWに よるそれとはそのパターンが異ってい

ることを指摘しておかねばならない。

HMWの 注射をうけたウサギがエピネフリンの

皮内注射に対 して強い 反応性を有することを示 し

たが,こ のいわゆるエピネフリン試験はSTETS-

ON18),THOMAS17)ら によって記載され,そ の所見

が少 くとも肉眼的には局所Shwartzman現 象 と

非常によく似ている点が注 目されている。 しかし

その反応のメカニズムは 全 く異ったものであるら

しく17),組織学的所見も炎症性循環障害(血 栓の

形成など),出 血,出 血壊死,多 型核白血球の浸

潤等 によって 特徴づけられるShwartzman現 象

のそれとは異なる。一方HMWに は局所Shwa-

rtzman現 象を準備し,あ るいは惹起する作用は,

試みた限 りの量ではいずれも検出できなかった。

STETSON18),ROBERSONとSCHWAB14),ROTTA

とBEDNAR22)は 彼 らが実験に 用いたコロイ ド状

に分散した細胞壁ないし細胞壁の浮遊液はエピネ

フリン試験においても局所Shwartzman現 象 を準

備 しあるいは惹起する活性についても陽性の成績

を与えたと報告 している。 したがってHMWが

エピネフリンに対する皮膚の反応性を高めるが,

局所Shwartzman現 象を成立させる活性を欠い

ているという所見は,単 に量的な問題に起因する
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のか,あ るいは化学構造に起因する本質的なもの

であるのかに ついては 現在の ところ 明かでは な

く,今 後の検討を要する。

以上HMWの 発熱作用を中心とする生物学的

活性について論じたが,こ の画分は本論文に記し

た以外にもいくつかの生物学的活性を有すること

が明かにされている。すなわちHMWを ウサギ

の皮内に注射すると,注 射個所を中心にして注射

時間前後に腫張,発 赤を伴った 炎症反応が現わ

れ,こ の急性反応は一旦次第に消退 し,つ いで注

射後9～13日 目頃に多結節性の病変(multinodular

lesion)が 生 じる3,4)。もっともHMWの 多結節

性病変を惹起する作用は音波処理 してえた 細胞壁

浮遊液のそれに比べては弱い。 しかし多結節性病

変の病理組織学的所見は有形の細胞壁を注射 した

際にみ られるそれとほぼ同様であり,異 好性白血

球,リ ンパ球,マ クロファージの浸潤 によって特

徴づけられる慢性炎症像を呈する3)。またマウス

の腹腔内にHMWを 注射すると,心 臓に対する

傷害作用 がみられる3,4)。これ らの病理作用 と発

熱作用 との関連も今後検討を要す る重要な研究課

題 と考えられる。

結 論

1)A群 連鎖球菌,12型(S.F.42株)の 細胞壁

を,発 熱物質が含まれないように注意して部分精

製 したL・11酵素標品を用いて可溶化 し,溶 解産物

をセファデックスでゲル ロ過 してラムノース,グ

ル コサミン,ム ラミン酸,グ ルタミン酸,ア ラニ

ン,リ ジンを主成分 とし,こ の他に微量の脂肪酸

を含む高分子量画分(HMW)を えた。

2)HMWを ウサギの耳静脈内に注射すること

により,こ の画分が急速に現われ,かつ0.5mg

以上の注射では数時間持続する強い発熱作用 なら

びに循環中の 白血球数 を まず 減少ついで 増加さ

せる作用を有することを示した。HMWの 発熱作

用の 最少有効量 は体重約2kgの ウサギに対 して

0.1mgで あった。

3)HMWの1.0mgず っをウサギに一 日おき

に3回 反復注射することによってHMWの 発熱

作用に対する耐性を成立 させることができた。 し

かしHMWに 対 して耐性を獲得したウサギも1

μgのE.coliの 内毒素の注射によっては 明確な

発熱応答 を示 した。逆にE.coliの 内毒素の1～

2μgを7日 間毎 日注射 して 内毒素の発熱作用に

耐性 としたウサギでは1mgのHMWの 注射に

対する発熱応答が著しく抑制 された。

4)HMWの2.0mgを ウサギに静脈注射 し,

その1時 間後にエピネフリンを皮内注射 したとこ

ろ,未 処理のウサギに対 してはなんら作用のない

量のエピネフリンの皮内注射によって,注 射後数

時間で現われ24時 間前後に極期に達するきわめて

強い出血,壊 死の出現が観察 された。

5)し かしHMWに は,少 なくとも試みた限

りでの用量(準備,惹 起注射 とも最大2mg)で は,

対照として用いた.E.coli内 毒素 とは異な り,局

所Shwartzman反 応を準備しあるいは 惹起する

活性はみ とめ られなかった。

以上の実験事実に基いて,細 胞壁を酵素的に溶

解 してえたHMWの 発熱作用,エ ピネフリンに

対する感受性 を出現 させる作用を担 う活性因子の

化学的実体あるいは作用機序などを,グ ラム陰性

菌の内毒素あるいはA群 連鎖球菌をはじめとする

グラム陽性菌の発熱因子のそれ とを比較 しつつ考

察した。

終るに臨み懇篤なる指導と校閲の労をとられた小谷尚

三教授に深謝する。

また共同実験者として終始援助をいただいた成田俊彦

君と,実験にさいして多大の教示と配慮を与えられた加

藤慶二郎助教授にお礼を申し上げる。

なお脂肪酸のガスクロマトグラフィーによる分析は岡

山大学医学部微生物学教室金政助教授に,ま たエピネフ
リンによる皮膚反応の病理組織標本の作製とその所見

に関する記載にさいしては本学口腔病理学教室の畏友,
長谷川清,石 田武の両氏に負った。記して謝意を表す

る。
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