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総論の部



［席　翻

　コレラ菌（》泌バ◎戯01鍵麗）は、謝熱牲の菌体抗原（O抗原）によりOl

グループとpa　St－01グループに分類きれる。このうち、三二な下鋼を主症

状とする急性伝染病V’　aレラ脚の原因菌となるのは01．グループ・コレラ

菌である。我国において、衛生行政上あるいは伝染病予防法で言うe“　X

レラ菌｛磯回鍵融》蓋翻㊧賜とは、01コレラ薗に相当する。コレラ薗は、

分類学的にはBergege“s　hOwaes＆90f諏就翰醗誠¢舳。下町誠◎gy《第9版）

〔刃においてN紬門門∬。絶叫露㈱xcea㊧s窃磯囎Ie》泌r沁e＄麗e沁s　X。

Wibewio礁d解麗おして分類きれている。　また、本門は生物学的性状の

相違によ勢臨⑬加騰凶d鰹懸と誠醜ン艶egSegeの2っの生物型に分類

き：れる◎醗醜麗§曲畷鍵践＆ま、アジア型あるいは古典型ld総s置餓Dとも

呼ばれ、　インドのベンガル地方壷発蠕とする第1次から第6次コレラ

大流行の際の原因繭である◎一方、門下瀞鯉醗勧酔は、懲偲年恥ts磁一

ichによ伽エジプド・シナイ半島のトル検疫所で分離きれた菌であり、

当蒔、エルge　一ルビブリオあるいはパラコレラ藺と呼ばれていたが、生化

学的性状がコレラ菌と岡一であったことから、現在では職㎞沁eko　9engee

の1生物型として分類ざれている。現在も未だ終爲を告げていないセレ

ベス島南部のマカ糖サル地方壷難端とする第7次コレラ大流行は、この

誠◎智騰e1Skogeコレラ菌によるものである◎

　01グループ・コレラ菌は、その生物型を問わず0一抗原の部分構造の

摺違から亙waha型（本型》とd二三wa型《異型）に分類きれ［2］、1聰瞼型お

よびOgawa型のO一抗原因子は、模式的にそれぞれ距C，距距《¢）と表

現きれる［3，4］　．　これは、　01コレラ藺のO　一Ut原構造に関するA・B・C

COReePtとして一一一一me的に広く支持きれており、Aは01コレラ菌の共遡

抗原因子、Bは⑪幽髄因子、　CはXma　bg因子にそれぞれ相当する。　PtOPt・一

〇1グループ・コレラ菌は、生物学的性状は01グループ・コレラ菌と同

一・…A ﾅあるが、0一凝集反応性の相違から01グループ・コレラ菌とは区別

ざれ、その0一抗原型は、少なくとも82種に罪する［5］。

　コレラ菌は本来東南アジアを申心とする地方に常在する水棲細菌であ
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り、　コレラはこれらの地方で発生する風土病であった。しかし、交通機

開の発達に伴い、　コレラ常在地域への旅行者の増加やNこれらの地域か

らの生鮮魚介類を材料とする冷凍：食晶の輸入の増加等に伴い環境衛生施

設の整った先進諸国においてもコレラの流行が見られるようになった◎

また、non－01グループ・コレラ薗は、政見当初のスー璽ン量の他におけ

るような顕著な流蒼の原因にはならないにしても、　集団下鋼症を発生さ

せることもあり、特に我国では海外渡航蕎によって持ち込まれる輸入感

染下痢症の大きな原因の1つに挙げられている。

　我国におけるコレラの流行は昭和に入って激減し、昭翻熟年の復員

コレラ以降しばらくの闘顕著な流行は起こらなかった。しかし幅第7次

コレラ大流行が始まった翌年（昭和37年）頃から再興の兆しが見えはむ

め、昭和52年の有田市におけるコレラ集団輪生をかわぎむに、鶴見川

のコレラ菌汚染《昭麹斑年）、弛読癖文化セ：ンec　ptのコレラ事件《幽幽53

年）等が相次いで発生し、摩生省は公衆衛生学的立場から見たコレラ繭の

再認識の必要牲壷余儀無くきれた。　また、最返では、漿京湾からコレラ

毒素避伝子壷持たない01コレラ菌（趨臨調O幽鋼玉）、　いわゆる胸無

毒牲コレラ薗evが分離きれる紙誌62年》などコレラ壷めぐる諸闘題は

注目を浴びている。

　このような背景の申、近年、eaコレラ菌と共遡抗原盤を持った3種

の01コレラ菌とは異なるビブリオ緬脚磯◎1蟹鍮輔睡1のが相次いで分

離ざれた。最初、X992年、大阪検疫翫の定期海水検査で大販湾の海水か

ら海水ビブリオ》郭内　疑壁醗r⑪禦◎囎　1擦縢0縄綬懸互と量の抗原変

異株である》海r沁bio－sege＊gyoesge　x8ms》ew　iantが分離さbれた。》置睡沁

biOthse　ge◎gy◎鞭1875は単極毛を持つグラム陰性の桿菌であむ形態学的に

はコレラ菌と類似していたが、本藍は，リジンおよびオルニチン脱炭酸

酵素産生能面盤：fiアルギニン脱水素酵素産生能義牲：s好塩牲であること

など生化学的性状がコレラ菌と異なり、　また、膿A掘omo　i◎gyにおいても

コレラ菌とは明らかな相違が認められた圏。次に、タイから輸入した冷

凍イカから》ibr沁　fbuyialis　181－83　Kobeが神戸検疫所によって分離

きれた。本誌の生化学的性状はV．a戚誠isのそれと同一であった［7］
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が、その0　一一抗原型は、従来島田・坂崎［8］によって報告されたV。f隔一

vialisのどの0一抗原型（01～018）とも一致しなかった。　第3に、

1980年から19　87年にかけて31株のVibrio　cholerae　biOewserogroup

腿譲就aが、我国における海水・河川水および輸入冷凍食品から分離ざれた。

本山の生化学的性状はOlコレラ菌のそれと同一であった［9］。　また、

本菌は、　Olコレラ菌の共通抗原因子Aは欠損しているが1聰融因子

Cを持っており［9］（後述）、検疫所あるいは衛生研究所での細菌学的検査

の際に01コレラ菌のA因子に対するポリクローナル吸収血溝あるいは

単クローン抗体を使用しない限りin　aba型Olコレラ菌として誤って診

断きれ得る◎》eeb◎1eame　bio・・sege◎ggeoesge舳k融捻は我国において公衆衛

生学的見地、特に検疫行政の立場から二三視ざれ、1987年厚生省によっ

て研究班（題名：細菌学の進歩に応じたコレラ菌の行政上の取扱いの見直

し。班畏：三輪谷俊夫教授・大阪大学微生物病研究所長）が設立ざれ、

Hakata　gm◎ugeやxeレラ毒素二二生性Olコレラ二等の衛生行政上の取

扱いに記する検討が成された。

　島田ら［6g牝9］は、01コレラ菌とこれらの瀞贈磯01e惣》泌バ◎との

抗原関係を凝集反応および凝集素吸収反応により検討した結果、　これら

の菌株はOlコレラ菌の0幽囎因子Bおよび1職蝕因子Cの両者あ

るいは1二二因子Cのみを持つが、01コレラ菌の共通抗原因子Aは

全て欠損していることを見出した。きらに島田らは、これら3っのpaR・一

eh◎豆era》ib霞◎にD因子が共通して存在し、　Vi　bge　i◎　b蓋。－s鯉。齪。囎

18750rigi聰1，　WscriaPttおよび》。　flasvikgis　181－86　KobeにE因子

が、　また、Ve　choleare　bi◎一serOggeomp　H櫨ataにはF因子が存在する

ことを明らかにした。従ってFig。1に示すように、　Vib越。　bio－sege◎一

group　1875　0rig　ina　l　s　1875　　》ageiaftt9　》。　fluvia｝is　181・一86　Kobe　およ

びV。choler践e嫉◎一ser㎎ro鞭Hakat＆のO一抗原構遊式は、それぞれ

B。（c）・D璽eC　・D　・E＄CeD・EsおよびC・D・Fとなる。01コレラ菌のOg融聡

因子BとInaba因子Cの存在，　および共通抗原因子Aの欠損は、こ

れら3っの抗原因子の各々に対する因子血清と単クローン抗体を使用す

ることによっても確認きれた。
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麟噛。玉総．磯繍鍵騰．

　グラム門門細繭の綱胞壁は，、基本的に2っの構造単位から二三ざれて

いる。9つは鞭胞壁内腿に位麗し、壁の強醐な化学髄慧によって総菌細

胞に麟二二ね形状壷羅与してい番ペプチドグリカン層1あ馨いは欝藤認

腰）であ㊨、弛の1っはペプチドグリカン層の外翻二二って細菌細胞と

外界壷隔ててい馨綱胞壁外膜であ翫　細胞壁外膜はリボ多糖（蓋緬齢睡一

s蹴曲翻叢《無，L器），曳ンパクおよびリン贈質から樽成きれてるが，、これ

らの構成成分のうち。グラム門門細菌のO就原特異牲壷決定す馨因子

は、　糊胞壁外膜の＊ee¢ege豊鎗髄就に局在する瓢罵であることが知られ

ていas　。

　旧離に関する研：究は．　主に。サルモネラや大腸門門について活発に行

われ、これらの細菌の疑＄の化学鱒造および各細菌のO一抗原型を決定

するエピトプの解萌も数多く成されてい番［U，捻，欝，聾］。しかし、

コレラ菌L薦に附する研究［錨，蜀，欝，悠，聡］は、サルモネラや大腸

菌のそれと比較して、非常に遅れているのが現状であの、O置コレラ菌

のただ2つの抗原型であるG幽囎型と瓶諭醗型を決定する燃分子

上のO一抗原特異性決定部位の構遊については未だ解明きれていない。

　本研究では、分類学的・公衆：衛生学的に興野深い上記3種のeeen－ekg一
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1egea　v泌絨。のし罵を用いて01コレラ菌L器の抗原特異性決定部位

を解明することを最終目的とし、以下に示す実験を行った。

　（1）01コレラ菌1盤始型と◎幽聡型，V瀬r◎b董Ontser◎gr◎囎1875

0rig　ina1とそのXRgba変異株欝聡　V鯉撫醜91　V、　fl睡撮is　181－86

撫醗，》．ehaslerwae　b　ie　・一s　er◎grgmp騒櫨就畿および1禰始型コレラ菌と

交叉することが知られているYege　si　ni　a　egetegeocoiitiesc　O9から分離・

精製したO一抗原リボ多糖（L器）の主に糖組成と化学的分子構築を中心と

する化学的牲状を明らかにして、これらを比較検討した◎

　②各菌株に対する全菌血清、A，　B，　C，　D，　E，　Fに対する各因子血滴

を用いた受身溶血および受身溶血鰻止反応壷行い、これらLPSの血滴学

的交叉反応原牲について検討するとともに、　α）で得られた結果と合わ

せ、01コレラ菌抗原構造の化学的背景に対する解析壷試みた◎

　（3）公衆衛生学的見地から、我国において分離きれた瓢株の》。ek◎一

1鍵麗嫉◎一s鍵◎醗roup貼駄就綾のL聡多糖部の糖組成を検討し、恥紬飴

株と01コレラ菌の化学的判溺壷行った◎
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第1章　　L器の化学的性状

　グラム陰性細菌の0一抗原特異性を決定する因子は、細胞壁外膜の《賊一

er　leaf　letに局在するリボ多糖体（llpogeo　ly＄eeeehnge　ide，　L薦）である。

また、L薦は、グラム陰性細菌の0一抗原牲を決定するばかむでなく、

細菌内毒素としての発熱原性、致死毒性等の多彩な生物活性を発現する。

Fig。2に示すように、　LP＄は、基本的には0一抗原特異多糖側鎖，コア

オリゴ糖およびリビドAの3っの部分から構成ざれている〔瑚◎O一抗

原特異多糖側鎖は、一一一meに、3略欄の糖質（geegee　a誠in　g翻のが反復重合

した多糖ポリマーで構成きれ、その糖質の種類と結合様式によむ細菌の

。一事廉特異牲が決定される。リピド轟は、Lrsの持つ様々な内毒素活

性の本体であり、一般にβ（X“→⑳結合のグルコサミ：ン2量体をバック

＊e　一一ンとし、その露ll翻位のアミノ基と欝e　3　e位の水酸基に高級脂肪酸

が、　また、1，ギ位の水酸墓にリン酸がそれぞれ結含した構造を持って

いる。また、コアオリゴ糖は、上記の2っの部分、すなわち0航原特

異多糖側鎖とリピドAを結合する部位であむ、　多くのグラム陰性細菌

KDO

〔卜一
Galactose
Glucose
Heptose
P

KDQ

KDO　HLipid　A

N一一一一一一一一v一一一一“　outer　inner

O－specific　polysaccharide 　core　core

　　Core　region

Fig．　2　Schematic　structure　of　gram－negative　bacterial
lipopolysaccharide　（LPS）
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LPSでは自然界に稀少な糖である2－ketor3－de◎xy－oeto－mate（KDO），ヘ

プトース，グルコース：およびガラクト　一一スなどから構成されている。㎜は、

LPSの多糖体部分とリピドA部分を連結するとともに、　LPSの持つ化学

的特性、特に酸に対する不安定牲やコア部分の免疫学的特異性等に関し

て重要な役割を荷っている。また、一般に、Fi　g、2に示した0就原特

異多糖側鎖，コアオリゴ糖およびリピドAの3っの基本部位からなる

LPSはtWoo　th（S）型L器と称せられ、一方、これらの基本部分のうち、

0一抗原特異多糖側鎖部位を欠損したLPSはR◎麗麗（R）型　LPSと呼ば

れている。

　0一抗原多糖側鎖の化学構造は、この10数年間に、サルモネラ，赤痢

菌および大腸菌を申心に、かなりの数のLPSで明らかにきれた［U］。特

に、サルモネラ，および大腸菌でば、その0一抗原型に対応する0一抗

原決定基の化学構造の解明も成されている［鎗，X3］。また、　S舗醐醜e亘1践

ty凶多気慧鵬では。　LPSの生合成における種々の段階の適伝的欠損によ

り生移た数種のR変異株の津Sを用いた研究によりNL器の0一抗原

側鎖およびコア部分の化学構造が明らかにきれている［14］。一方、01

コレラ菌LPSのO一抗原特異多糖側鎖部分は、主に、α1→2結合のペ

ロサミン・ホモポリマーによって構成きれていることが、馳曲。醐［瑚，

Ke“Reら［16，17］，久恒ら［18，1gj　9により示されたが、　Olコレラ薗の

ただ2っの0一抗原型、IRa　ba型と09awa型を決定するLPS分子上の

0一抗原決定部位の化学構造は未だに解明きれていない。

　本章においては、01コレラ菌LPSの抗原特異性決定部位の解明に寄

与する目的で、Olコレラ菌と共通抗原征を持つ3種の　翻on－cho1er＆

vibrioから分離精製したLPSの化学的性状を追究し、これらのL器と

Olコレラ菌LPSとの関連性について検討した。また、公衆衛生学的見

地から、本邦で分離きれた31株のHakata株について、　LPS多糖部の糖

組成に基づく化学分類を行い、本薗と01コレラ菌との判別を試みた。

一7一



第1節、Noge－ehoRewa　vibgeio　L器の抽出牲状と一般的化学組成

　グラム三牲細菌からのし罵の三二は、恥i》動らのトリク讃ル酢酸抽

出法［5◎］を初めとする多くの研究が基礎となの、　現在では、馳mo＊tk《＄）

型L欝の抽出には鹿就紬認のフェノづ影・水抽出法［訓が、　また、

臨ough㈹型L器の抽出には飴亙蹴薦らのフxノール・ク羅識ホルム・

石油エーテル1欝）抽出法［齢］がそれぞれ汎用ざれている。翫器は．一般

に、その物理化学的牲状の差異によむ。上記の藷っの抽出法のいずれか

で抽出きれ、またtSフ蕊ノt・tUル・水法においては、その水層から抽出きれ

るが、本研究に用いた各菌株かちのLPSの嫡出牲状には大きな高点が見

られた◎

　》晦縄◎誠。一三騰齪磯目1轟聡伽置麟懸亙と高高誠のし欝はtS共にフ濫

ノnvルe水法によって抽出ざれたeそのアセトン乾燥二二からの収率は共

にO．醜であ勢、　01コレラ繭の場合に比べて非常に低かった◎また、

両菌株からは、澤囎抽出において未知二二伽贈L器幽総轟融1，羅。）が得

られた。》e轟高高置S鳩1唱馨鼠⑪艶で暮ま、一般の＄型グラム陰性細菌

の場合と異なむ、欝C沿法によって鼠二二と同様にL器（栴艶欝囎一膨＄）

が抽出きれ1収率ゆ、魏）、　きらに、その抽出残渣の三体からは、フ濫ノtnv一

ル③水法によって通常の如く水層からL薦（鞠三三艶r二三鯵L罵Pt三一

be　W－L　PS）がi抽出ざれた《収率畿眺）。一方、》．　eho　kegeittW麟鋤＄酬⑪齢。雛欝

貼緬捻からは、PCP法ではLPSは分離きれなかったが、フXノール・水

法の水層から他の＄型ゲラム陰性細繭と同様にし聡二二鼠撫wa艶er油鋤

s¢LP＄w髄油撫紐LPS）が＄．鵬の高収率で抽出きれ、　きらにフ濾ノール

層からもLPS伽紬捻gehepm◎l　gehee＄e　LPS，　Heeka＊a澄一L罵）が分離ざれた

《収率2。鱒。各菌株から分離・精製した騨Sと1875株から得られた

翫のWh般的化学組成をTable　1に示した。これら＄種のR㈱一磁◎沁盤

樋b瞬◎のしP＄は、　一般グラム陰性細菌LP＄（＄almOitelXee旧記璽黙題捕羅

LT2　LP＄，二二鰹1）と類似した基本的化学組成を持っていたが、01回忌

ラ菌騨S《二二㊧1）と同様に、その全糖質含量は約15礁脇と低く、全体

としての圃収率も約5伊7幌と低いのが特徴であった。また、お75株か

ua　8一
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a）　Yield，　trotfi　acetone　dried一一cel．ls　（％，　w／w）．　b）　NL，　non一一LPS’　raaterial　isolated　frera　Vibm・o　bio－serogroup　1875　cells

by　phenoVchloroform／petroleum　ether　extratign．　Total　carbohydrate，　reducing　sugar，　total　amino　sugar　and　total
phosphorus　were　estimated　by　colorimetric　afialysis　according　to　method　of　Dubeis　et　al．　［31］，　Momose　et　al．　［34］，　Be－
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らPCP法により抽出きれた既は、リンおよび脂質含量が高く水不溶牲

であり、糖質含量が極めて低いなどL薦とは極端に異なる化学組成を持っ

ていた（Tab　131）。久恒らのグループがこれまでに数多くのビブリオ科細

菌についてPCP抽出を行ってぎた申で、この様な物質が得られたのはこ

の両型が初めてである◎

　この特徴的なLPSの抽出性状はYersinia　enser◎e◎｝itieR　O9につ

いても観察きれ、　フxノール・水蹴出法の水層とフェノール層から抗原特

異性め異なるLPSが分離きれることが知られている［45］が、本研究で取

り上げたOiコレラ菌と共通抗原性を持つ3種のen◎艶噂齢01a盤戚わr沁

のLPSの抽出に際して通常のS型グラム陰性細菌と異なる特徴的な性状

が観察ざれたのは興味あることである◎

第2節、LPSの糖組成

　久恒らは、数株の01コレラ菌から分離精製したL薦の糖組成を検

討した結果、◎gawa型およびinnba型を問わず、01コレラ菌LPSは

特異糖としてを躍i簸。一拳，6－di艶。即一鵬離◎se（ぺ殿サミン）s　2一細i灘◎壌fi

6・・dideoxy－gluc◎se（キノポサミン）およびフルクトースを含むことを明ら

かにした［18講9］。また、S型01コレラ菌がR型に変異してその01

特異性を失うと、そのLPSからペロサミンとキノポサミンも同時に消失

することから、　この2っの稀少糖がコレラ菌のOl特異性に抗原的に

不可欠に関与していることを示した［18，19］。　きらに久恒らは、Murgehy

ら［51】によって01コレラ菌569B（XnRba）から分離iきれたhyp◎t◎x　ino　一一

ge　ni　c　wwtant（t◎x　IO1－TI一一N4）のしP＄糖組成を検討した結果、本LPS

はペロサミンとキノポサミンのうちペロサミンのみを欠損していたこと

から、Olコレラ菌LPSの糖配列において、ペロサミンはキノポサミン

よりもコア部分（Fig。2）から離れた非還元末端側に存在することを明ら

かにしている［52］。本実験では、01コレラ菌と共通抗原性を持つ3種

のnon－cbolera　vibri◎から分離・即製したLPSの糖組成をOlコレラ

菌LPSのそれと比較検討した。
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　Vibrie　bio－serogroup　1875　Qr　ig　inal　lr　Variant，　V．　f｝uvialis　181”’

86K◎beおよびV。　choIerae　bio－serogrouge　Hakataから分離・精製した

LPSの定量的糖組成をTab　le　2に示した。対照として、久恒らにより報

告きれている01コレラ菌P1418（Ogawa）およびそのInaba変異株（P

1418－UV6◎1）とR変異株（PlaS，18一一hR）、およびtox　IO1－TH4から分離・

精製したLPSの糖組成［18，523を示した。表の各数値は、　Kobe株以外の

菌株では、レグリセロー・D・一マンノヘプトースの含量を3モル、また、KCbe

株の場合ではし一グリセロ＋マンノヘプト　一一スとD一グリセロ　・一D一マンノ

ヘプトースの総含量を3モルとした際の各糖成分のモル数を示している。

2－1。Vibrio　bio－serogr◎uge　1875　LPSの糖組成

　Table　2に示したように、18750rigiRaXとVariantのLpsはほぼ

同一の糖組成を示した。両菌株のLPSは、ペロサミン，キノポサミン，

フルクトース，グルコース，L一グリセロの一マンノヘプge　一一スおよびグル

コサミンを含み01コレラ薗LPSとも類似した糖組成を示したが、　Ol

コレラ菌LPSの構成糖以外にもマンノースと心性三二分に2っの未岡定

物質（NS　I，　NSXI）を含んでおり、申出糖組成において01コレラ薗

LPSとの相違が認められた。1875株LPSのNS　I・粥II含量は、それ

ぞれ3．2～3。脇，8．4～9．跳であった。プログラム4（実験の部肱魏eE・一

5）を用いたガスクロマトグラフィー（GLC）分析におけるNS　Iと灘II

のアルジトール・アセテート誘導体のキシロースに対する相対保持時間は、

それぞ＝れ1．80と2．48であったが、　これらの物質の同定に関しては現

在検討中である。

2－2。V。　fluviaXis　181・一86　Kobe　LPSの糖組成

　Table　2に示したように、　Kobe　W－LPSとKobe　PCP・一LPSは、共通構成

糖としてグルコース，ガラクトース。レグリセロ　一D・一マンノヘプトース，D一

グリセロの一マンノヘプトース，グルコサミン，ガラクトサミンおよびウ

一11　一一



山
N
一

Table　2・　　Sugar　comp◎sition　◎f　しPS　壌so3a宅ed　fv◎m　V。　ch◎19e．rδes　Vibrう。　bi◎一serogroup　l875，　V．　fluvialis　　181－86　　Kobe　　and

Y・　enterocelitica　O9　（molar　ratio）　in一　一一一wwntm一一一一　一　r　　　’　ww

Glc Gal Man
　　it
NS

1 II
Fru Hep GlcN aa横 QuiN PerN Asb）鵬c KDO

P1418　（Ogawa）

P1418－UV60i　〈Inaba）

tox　101－TI一一N4

P1418一一R

1875　0γ’うg壌na1

1875　Variant

V．　fluvialis　18i・一86

　　　water　phitse　LPS

　　　PCP－LPS

Nakata’　487－85

　　　phenol　phase　LPS
　　　wateγ’　Pわase　しPS

Y．　enterocelitica　09

O
Q
ノ

◎
　
　
　
O

ー
ハ
）

2
0

1

4
0

1

虞
）
O
J

O
　
　
　
●1
1

（
）
2

0
　
　
　
■

つ
◇
－

n
◎
（
）
　
ハ
）

紐
　
　

9

り
乙
つ
ρ
　

り
乙

「
よ
一

◎
　
　

O

（
）
O

4
r
3

0
　
　
■

！
1
trC）

－
↓
り
4

0
　
　
0

（
）
（
）

Oel

ツ
ー
竃
ふ

，
　
　
　
9

（
U
ハ
U

n
◎
n
◎

O
　
　
　
轡

0
（
）

1
辱

0

4
　
Q
ノ
陰
↓

　
　
O
　
　
　
魯

可
ム
　

一
り
ζ

5
n
◎

◎
　
　

01
1

凸
》
（
）

9
　
　
㊤

3
う
ρ

O
e

3

O
O

3

（
）
（
U

O
　
　
O3

3
ハ
》
（
）

O
　
　
　
◎

3
つ
」

（
U
ハ
）

O
　
　
　
¢3
3 0

●

3

戚
り
4

9
　
　
●1
1 7

0
1

7
9

1

（
）
ハ
》

O
　
　
●

◎
4
り
4

（
》
Q
／

O
　
　
O

つ
乙
－

－
r
O
　
（
フ

◎
　
　

0

2
弓
乙
　
電
↓

鷹
↓
－

0
　
　0

（
）
（
）

O．2

0．1

武
）
－
轟
　

5

（
）
－
　

（
U

　

バ
㌣
4

ゆ
　
　
　
●

ハ
）
0

O．4

3
r

ゆ一
t

4
（
U

O
O
り
乙

　
1

｝
　
【

つ
乙
リ
ニ

ー
よ
一

O．6

8
ゼO

t
7
r

の

6
t

5
1

●
　
　
　
“4
4

ndd）

nd

nd

nd

nd
nd

バ
U
バ
UR
R
nd
nd

Oe8

The　data　repどes籍tthe類。達ar蹴壌os◎f　the　c◎鵬P◎細t　sugars　f囎d籍しPS，鯉va稲駐＄b蜘g　citicttlated　on　the　basis　of　the
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ロン酸を含んでいた◎両LPSにおけるレグリセロー蹉マンノヘプトース

とD一グリセ朝駈D一マンノヘプトスの含麗比は、共に約1：2であった◎

さらに、恥艶紐L聡は、01コレラ菌L罵の特異糖であるペロサミン

と串ノボサミン，および18マ5株LPSに見出ざれたマンノース，難1，臨

IIを含んでおむ、01コレラ菌および1875株L器とも若干類似した

糖組成を示した。輪艶W－LPSにおける器1，鵬IIの含量は、それぞ

れ島鷹，8．醜であった。　02グループ，mosh一一〇1グループを問わずコレ

ラ菌LP＄に広く分布するフルクトースは、　K⑪be聾および為業㊧鷲駐一欝S’

にば含まれていなかmpた。またN翫艶PC酔一L薦は、ぺ農サミンe串ノポ

サミン，マンノース，欝翌および鵬1夏を含まないことから、R型の

L薦である可能盤が示された◎

2一＄。》．磁野縁騰髄⑪憾劔㎎欝O囎賊誌鑛融L器の糖組成

　Tabae　2に示したように、臨豊町P－LPSは、ぺme　W：ミン，キノポサミ

ンおよびフルクトースをば◎めOlコレラ薩L罵の全ての構成糖を禽ん

でいた◎また、臨総撫駐一螂は、01コレラ藺L薦の構成糖以外の糖

質としてガラクトースと多豊の未岡定アミノ糖（麟および悠75株L器

と藪《凝砕鵬に見出されたマンノースを含んで㌣穐た◎麗撫舳購薦は、

グルコース，ガラクトス，マンノース，レグリセ臓の一マンノヘプge　一スお

よびグルコサミンを含んでいたがtSぺ嚢サミン91墨ノポサミンPtおよび

疑濾就載艶一L器に見出きれた薦を殆ど含んでおらず、賦型のL器であ

ることが予想できた。　9875株端敵と翼。艶W－LP＄に見出きれた総1，

聡Hは、懸紬縞P一および紐騨＄からは検出きれなかった◎騒譲就細

P－LPSに存在する離に関しては後述する。

　以上のように、《｝1コレラ菌と共遡抗原牲を持つこれら3株の全ての

kPSにペロサミンとキノポサミンが存在することが認められた◎　また、

ガラクトース，マンノ　neス，フルクトスs未同定物質（聡亙，囎IDおよ

び未同定アミノ糖儘S）の各菌種における分布パターンに、菌種特異性があ

ることが明らかになった。
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　lPtaba型コレラ菌と血清学的に交叉することが知られているY。　e就3－

roc◎1itica　O9から分離・精製したLPS（曲鋤◎l　phase　LPS）葛ま、　ペロ

サミンとキノポサミンのペアーのうち、ペロサミンのみを多量に含んでい

た（Tab｝e　2）◎また、1875株，　K◎be株および艶k就a株LPSからは、

一般グラム陰牲細菌LPSの特異的常成分である　紐k就◎一3－deoxy－ecto一’

聡te《1Φ0）が、　温和な条件下⑩e◎掘硫酸・10◎。　C・2◎分）に加水分解を

行うWe　i　ssbaehの過ヨウ素酸・チオバルビツール酸反応［37］により検出

できなかった（Table　2）。

第3節。三脚磁◎legeit　v獅バ◎LP＄カ》らの即⑪の検出

　久恒らは、ビブリオ科細菌L欝では、極く少数例を除き温翻な条件下

に加水分解を行うWeissbachの方法［37］によってKDOは検出ざれない

が、LP＄を強酸で加水分解すると過ヨウ素酸・チオバルビツール酸反応に

陽牲となることを見出した［19，53］。また、久恒らは、高圧濾紙電：気泳動

実験により、ビブリオ科細菌L薦の強酸加水分解液申に存在する過ヨウ

素酸・チオバルビツール酸反応陽性物質はKOOのリン酸化誘導体であるこ

を示している［19，53］。本実験では、》ibr沁賊◎℃er◎gge◎囎1875，》。

飛uvialis　181一・86　K◎b¢および》。磁◎1鍵齢b沁一s鯉◎gge◎囎懸k畿撫の

各LPSにおけるリン酸化紐0の存在の有無を高圧濾紙電気泳動と砒C

分析により検討した。

　Vih・io　bio・・sege◎齪。囎1875s》。轟騨捻11s　181－86　Kob2およびV。

cholerae　bio－ser◎gr◎uge　Hakataの各L器は、前処理を行わない場合

冨eissbachの反応に陰性（Tab｝e　2）であったが、　LPSを強酸で処理（艦塩

mp　・1◎◎。C）した後の加水分解産物は同反応に陽性となった。　Fig。3に示

すように、この反応液の最大吸収波長は、標準の⑳0およびOlコレ

ラ菌L㎎のそれと同一の549磁であった。Fig．4に示したように、

これらのLPSからの過ヨウ素酸・ヂオバルビツール酸反応陽性物質（x）の

遊離はL　rsを4M塩酸で100。　C，45分間加水分解することにより最大

に達し、その後、加水分解時間の延長とともに漸次滅少した。また、対

”’　14　on
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Fig．　3．　Abserption　spectra　of　color　produced　by　KDO　and　periodate／
thiobarbituric　itcid　reaction　positive－sub＄tances　（X）　present　in　V．
cholerae，　拠≧　bう。－ser◎group　1875　and　！．　fluvialうs　181－86　Kobe　しP奪「．

照として用いたKD⑪は、同加水分解条件下ですみやかに分解された。

　しかし、Fig．5に示したように、　これらのLPSの強酸加水分解物中

に見出きれた未知物質Xは、高圧濾紙電気泳動において標準のKDOと

異なる移動度を示した。　Hakata株LPSの強酸加水分解物に含まれるX

は高圧濾紙電気泳鋤において移動度の異なる2っの物質に分れた。それ

ぞれの物質のKDOに対する相対移動度（RK◎o）は、1。54と1。80であり、

01コレラ菌L｝罵の強酸加水分解物から得られたX1とxaのそれと完
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Fig．　4．　Release　of　periodate／thiobarbituric　acicl　reacZion
positive－substance　（X）　from　V．　cinelerae　bio－serogroup　gakata　LPS
by　hea宅壕織9　重n　4湧　HCI　at　1000C．

全に一嶺していた。また，このうち低移動度の物質は、翫論翠醗認馳癌⑪

の報告臨引に基づいて翫継就越盈謹聾醜薦麟＄geilee＄e亙kPSから分離し

た難噸一轟盤曲麗蝿灘沁と岡一・の移動度を持っていた◎一方、懲聡株お

よび翫艶株鞭＄に見い出ざれた翼は、高圧濾紙電気泳動において、慧

っの麹質に分離きれなかったが。本翼のRKooは、　OSコレラ薗臥器

の搬および駐、艶醜薦唖s　L捲由来の昏O一曲◎s諏。躍蓋難◎のそれと

re　一であった。

　これらのL欝から分離した翼とB。艶醜薦s捻L薦から単離した5一

⑪一諏偲紬◎躍1恥Oをアルカリ牲ボスファ肇一ゼで処理した後では、澱菖e

5に示すように、駈0一麟㈱凶僧鞭弧む0および搬と繊に相当するス

ポットは消失し、新に恥⑪と同移移動度を示す物質が検出きれた。この

物質を単離し、箱守の方法〔⑳］によって完全メヂル誘導体としてガスク

一16一
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esw
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ew
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5一・P－KDO
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tw　fipa

Xl　X2
tw　tw

Fig．　s．　Uigh一・voltage　paper　electrophorebic　behaviors　of　5－O－phes一一
phory3　KDO　fro田　旦・王≧皇墜　LPS　and　　the　　pe　ri◎date／thiobarbiturうc
ac季d　reactう。叩◎sitive－substances（X）ρresentう湾宅ぬe　str◎ηg　ac紹
hydrolysate　o　f　Y．　E．lhlg一！．el：i！ge　l　e　rae，　Y：／1！2　1．gb　r　i　o　b　i　e・一serogroup　1875　a　n　d　M．

fluvialis　181－86　Kobe　LPS　before　and　after　treatment　with　alkaline
phosphatase．　Spots　were　colorizated　with　periodate－thiobarbituric
acid　reageBt　fo“r　KDO．

ロマトグラフィー／薄墨分析（GC／幡）を行った結果、　Fig。6に示したよう

に翻e2鰐3217濃◎5，173s　161s　1婆5，129p　101，89等のイオンフラ．

グメントが観察きれ、本誘導体は、標準のKOOの完全メチル誘導体と同

一のマススペクトルを示した。また、01コレラ菌およびX875株，鼠◎be

株および財k就綾株の各欝Sをメタノリシスした後Nジアゾメタンお

よびピリジン・無水酢酸で処理して、メチル・アセチル誘導体を調製し、

プログラム4（実験の部Table　E・一5）を用いる侃Cにより分析した結果、

一一　17一一



．保持時間25．3分と25。6分に脚雛◎一phosgehoryl　KDOに由来すると思わ

れる2っのピークが検出きれた。それぞれのピークに由来する物質をK　一一

1，K－2と仮称する。GLC分析において各LPSから検出ざれたK－1と聾

2の量此は、約1ε◎。7～0．9であった。また、聾1，藪慮に相当する物質

は、各LPSから分離したXを同様の方法で分析することによっても検

　　　　　　　　　　　　　むむが　
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Fig．　6．　Mass　spectrum　of　the　permethy3ated　derivative　of　the
periodate／thiobarbituric　acid　reactioR　positive一一sljbstance　（X）
from　V．　cholerae　bio－serogroup　Hakata　LPS　after　treatment　with
alkaline・一phosphatase．　The　condition　on　GCIMS　aBalysis；　program　4
in　Table　E－5　showfi　in　experimetal　part．
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出できた。Fig．7に示したように、　K－1とK一・　2のCheWical　Ieniza－

tion趨ass　s麗tr幡就ry（CI覗S）では、ともに、　mono－phosphoryl　KDOの

メチル・アセチル誘導体の分子イオン鯉）に相当する認e5◎1（蹄1）のイ

：オンフラグメントが検出きれたが、K－1では認馨・409、　K－2では盤／e

343のイオンフラグメントがそれぞれ高感度で観察きれるなど、麟／e3◇0・一

1ze
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az

の
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く 9 5 1
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q41
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Fig．　7．　Mass　spectra　on　CI－MS　of　partially　raethylated　and　acetylated　derivative
（K一・1　and　｝く一・　2）　◎f　O－ph◎sphory1　｝くD◎　from逗．　cholerae　bう◎一serogr◎up　Ha｝くata　しPS．　　The

condition　on　GCIMS　analysis；　program　5　in　Table　E一一5　＄hewn　in　experimental　part．
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CGn（鱗ti◎揺　◎轟　GC／轡S　analysis；　pγ辱◎gγ墜a田　5　in　Titble　ε一5　sれ◎wn　葉轟　experimenもal　paビし．

500の範囲において両者間に相違が認められた。また、欝霧。8に示した

ように両物質の齪鯛加⑪聡撫灘枕／晦as＄＄欝劔惣㈱醜蹴（躍囎紛における

マススペクトルは、非常に類似していたが、wa／e欝◎畷◎Oの範囲に若干

の相違がみられた◎　また。匿一1，K－2の蹴一欝におけるマススペクトル

は、久恒らのグループと共同研究を行っている騒ets磯dらのグループ

ua　20　一一



（Fogeschungsinstitut　Borste1，　West　Germany）により測定きれた5＋

pkosphoryl　KDOおよび4－O一・phosphoryl　KDOの化学合成標品のメチルe

アセチル誘導体のマススペクトルとほぼ一致していた。Rietsehe｝らの

研究グループは、4一◎一・phosphoryl　KDOと5一◎・一　ph◎spkoryl　KDOは、高圧

濾紙電気泳動において同一の移動度（叙か。＝1。54）を示し、また、強酸処

理あるいはメタノリシスに伴い4－5位問でリン酸基の転移反応が起き

ることを見出した。本実験によ勢、01コレラ菌および1875株，Kobe

株，塩㎏捻株LPSの強酸加水分解物申に見出された未知物質Xは、㈹0

のリン酸化誘導体であることが明らかとなり、特にX1は、争O一画◎s一

凶oryl　KDOと3一◎一紬◎s擁oryl　KDOの混合物であることが示ざれた。し

かし、前述したように、4一◎一・phosgeh◎ry　l　KDOと5－O一凶os油ory照DO問

には強酸処理あるいはメタノリシスに伴うリン酸基の転移反応が起きる

ため、1醜actのLP＄分子に存在するリン酸化KDOのリン酸基の結合位

置を決定するにはきらに検討が必要である。そこで、Intact　L罵におけ

るmo分子の隣接糖との結合様式を検討するため、脱リン酸，脱脂肪酸，

カルボキシル基還元および重水素標識など種々の化学処理を施したLPS

を用いてメチル化分析を行った結果、プログラム4（実験の部Tab　1愈E　一一

5）によるGC／欝分析において保持時間16．3分に、　LPS多糖体部分の還

元末端糖として重水素標識きれた　1，2，5，6一・tetra－0－acetyl－4，7，8－tri－

0一・waethy　l－3－dteexy““ec　tito　1と思われる物質（F　i慕。9）が検出きれ、他の3－

d30xy一㏄tito1のメチル・アセチル誘導体は検出できなかった。一般グ

ラム陰性細菌LP　Sに含まれるKDOは、通例、ピラノースであり、ヘプトー

ス［1→5〕ゆ0［2→6］リピドAバックボーンの結合様式により、L器の多糖

体部分とリピドA部分とを連結している［64］。上述の如く、種々の化学

処理を施したLPSのメヂル化分析において、　L薦多糖体部分の還元末端’

糖して重水素標識きれた1，2，5，6－tetra一・O－aeety　1－4，7，8－tr　i十鵬thy1－

3－d¢oxy一㏄tito1が検出ざれたことから、3：種のnon－cholera　vibri◎

のLPSに含まれるリン酸化ゆ0は、一般グラム陰性細菌LPSの場合と

同様、LPS多糖体部分［1→5］リン酸化KDO［2→6］リピドAバックボーン

の結合様式によりLPS多糖体部分とリピドA部分とを連結しているこ
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1vaZ

　6
se

6e

4Z

ae

e

，，6o

［A］

97
es　i9／4　，　igq　a］226i

agz

ヨヨど

，門6

37e
4e6

39a

1醗）

438

礎
晩。計

ゆ
ぢ　ムじ

昨…

　CHzOMe

Mx437

1gz お巳 3M 4ez sze Gze

1cae

82

6Z

4Z

zz

z
se

S9

？

5

［B］

89

1ea

las

i4q

iSl　ま7z

i84

a馨4

　　　　CN20Ac　　　　　　　73一一一一一一噂一一 @　1　　一一一一一一輌一

364　　　　DCOAc
　　　　　　　まなヨ　　　　　

@　　　　　　　　　の

i11一＿1㌧一」憂9
2ア7　　　MeOC9
　　　　　　　204一一一一一一一一

@　1　一一一一一一一一一

233　　　《cOC縫

　　　　　　　276一一一一一一卿鱒一 @　i　一一一一一一一一
161　　　　　　　　　HCOAc

　　　　　　　348鶴一一■・一…一一。一 @　1　一一一一一一一一
89　　　　　HCOMe

　　　　　　　392輔・一幽一印一鱒一一
@　i　　一一一一一一一一一

轟5　　　　　　　　　　ClizOMe

an　ess　asi
　ase

39a

lez 1Se azva 3ZZ 35Z 4ez

Hg．　9．　Mass　spectra　of　1，2，5，6－tetra－O－acetyl一・4，7，8－tri－O一一methyl一［2一一2H］一〇cti－

t◎l　in　［A〕　C工一純S　aBd　［B3　EI－MS．　　The　c◎n（鷲ti◎n　◎n　GC／麟S　aRalysis；　program　　4　in

Table　E－5　shown　in　experimental　part．

とが那された。すなわち、　これらのL器に存在するリン酸化K登0の5

位の水酸基は、隣接糖との結合に使用されているため、リン酸基の結合

部位は4位と思われる。従って、これらの結果から、1875株，K◎艶株

およびHekata株LPSに存在するリン酸化Ki）｛）は4一・O－ph◎sphory　1－KDO

であり、先の実験で検出きれた5－0一諏◎s画ory1－KDOは、強酸処pa　・メ
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タノリシスにより4－0－phosphory　I－KDOから誘導きれた産物であること

が示唆された。

第4節。LPS多糖体部分（DPS画分）の分子構築

　グラム陰性細菌LPSの多糖体部分の分子構築は、部分加水分解により

LPSから分離したdegraded　polysacchar　ide（DPS）画分をゲルクロマト

グラフィーにより分画し、得られた各画論の構成糖の分布パターンを検討

することにより知ることができる。本実験では、この方法を用いて1875

株，Kobe株およびH）akata株LPSの多糖体部分の分子構築を検討した。

4－1。DPS画分のSephadex　G－50ゲルクロマトグラフィーにおける溶

　　出パターン

　サルモネラや大腸菌のような一般グラム陰性細菌のLPSは、弱酸加水

分解により、多糖体部分①PS）とリピドA部分を連結するKDOのケトシ

ド結合が切断ざれ、D薦とリピドAに分解きれる［10］。　このDPSは、

Sephadex　G－50ゲルクロマトグラフg一において、　その排除容量（void

volu鶴e）に溶出してくるコアオリゴ糖の結合した0一抗原特異多糖側鎖画

分（Frc．1）　s　imbibed　v◎1“鵬に溶出するコアオリゴ馬歯分（Frc．　III）

および殆どb　ed　vo璽櫨齢近くに溶出する遊離のKDOとリン酸画分（F　re。

IV）の3っの画分に分画きれる（Frg．10　A）〔10］。また、温和な加水分

解条件ではKDOを遊離せず、従って、　We　iss－bachの方法［37］によって

はKDOが検出きれないコレラ菌LPSにおいても弱酸処理によりDPSと

リピドAに分解きれることが明らかにきれている［18］。　01コレラ菌

LPSから調製したDPSは、　Sephadex　G一一50ゲルクロマトグラフi9　一・によ

り、3っの画分に分画されるが、LPSの多糖体画分（Frc、　I　Dは、サル

モネラや大腸菌等のFrc。1と異なり、　veid　volu鵬よりやや遅れて溶

出きれる。　また、Frc。　IVには、　KDOは含まれず、その代りに遊離のフ

ルクトースが分画きれる（Fig。10　B）。
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　Fig．10　Cに示したように、》蜘バ◎bio…segeeggeoesge　38750越唖照1　LPS

とVnr　1tsenit　LP＄，，攣、灘囎童融璽置S　l81　一86鼠e　be段間LPSおよび》．　e翫。　legeatw

bio・・ssgeogge◎“ge騒譲綾捻P…Lesから調製したDPSは、　Sethndex　G遍◎ゲ

ルクロマトグラフィーによむ、01コレラ菌DP＄の場合と同様に、聾。。

II，　Fme。　II1および野¢。　Wの3っの留分に分画ぎれた。これらの各

露分の溶出位置も01コレラ菌DPS画分のそれとほぼ一致しておむ、

これらのL購は星型L欝であることが明らかになった。一一方、瑠．髄瞭

》始亙置s1帰一総P〔P鵡欝から調製したDPSは、同ゲルク濃マトグラフig・・o

において、野e、亙∬とFm　e、　Wの＃っの画分のみに分画きれ、コアが

結合した0一抗原特異多糖翻鎖画分に柑当するFee。　Hは得られなかっ

た艦霧。鴛鯨。この溶出パタ秘ンは、むしろ、O一抗原特異多糖側鎖を欠

損した鰹型コレラ菌麗＄（zz　ge　U　B）のそれ［捌と類似しており、Ko　va

焼欝C艶曳欝は、　O一抗原特異多糖翻鎖を欠く瞠型のL器であることが

示された。また、》。eke　gewae絶壁鍵艶一婦⑪騒夢Nakata紐L蔦の騨＄か

らも野oeHは得られなかった◎しかし、露塵鰍歴L薦由来の醗鷺か

ら蝋聾¢、UI，野¢。　Wの2っの主要な画分の趣に、01コレラ菌の

聾¢、Hよむやや遅れた位置に2っの小ざな画分蘇れそれ　聾e。　A，

野む。Bと仮称する）が得られた個琶。11　C）◎

ag－2。　DP＄画質の糖組成

　各LPSから調製した鞭Sの＄egekadex翻§Oゲルクロマトグラフ4一

によって得られた上記の各野e、の糖組成磁壁謝a3に示した。分析機

は、Ko艶株以外の菌株ではし・一グリセロの一マンノヘプトスの含量を3

モル、また、顎口株の場合ではし一グリセ澱む一マンノヘプトスとD・一グ

リセ臓む一マンノヘプトスの総含量を3モルとした際の各鱒成糖のモル

比で表した◎前述のように、野¢。II儒慰。1のはコアが結合した0一抗

原特異多糖翻鎖画分，野e。IXI（暇琶。1のはユア画分に相当し、また、

Feve。脚細目。10）は単糖露分に相当する。従って、一般的には、　Fme．

IIの糖組成から聾¢。mのそれを除いた糖組成から、そのLPSの0一

一25　ts
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and　PCP－DPS，

捉蝿ne3　Per握，　per◎samine．

mole／3　mo｝e　of　heptose，
Frc．　：V．　　　e）　闘S　正　con℃e口ts

ly．　　　畿S　！！　co昌te員七s　◎f　Frc．

f）　Fructose　contents　in　Frc．

7X，　24．6％，　44，C％，　42．eX，

鑑　and　1。2瓢，

g＞　glucurofiic　acid．　h）

matdgraphy　（GLC）　using
in　2　焼葡trifl留oric　a（：｛d

tive　after　響ea襲く縢ac遷d

GLC　usSng　program　2
Perosa醗i　he　栂as

ge“C　fer　15　mi　n，
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L繍91ycero・一D騨舞1a続no陶hepセose

　　　　　　　　　　　　　　2鳶・4篤　δ料く隻　3弓。3鴬3

　　respectively．
　　　　　　　　　　　　　　galacturonic

　　　　　　　　　　　　progr禰

　　　　　　　　　　　　at　120ec

　　　　　　　　　　hydrelysis

　　　　　　　　　〈Titble　E－5）

　　　　de宅err轟｛nad　by　GしC　us…ng

　　　　　　　　Heptese　was

by　method　of　BKter　＆　Muir

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　sugars　found　in　each

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3　擶e竃es　of　heぎ｝亀ose．

Heρ，　し一9達ycero－D－r轟a纏no鱒hept◎se　wi七｝l　the　exceptio貧　of

　　　　　　　　　　　　　　う　◎一glycer◎。◎聯囎an織。鱒heptose；　Glc霞，

　　a）　NS，　uaknown　aeutral　sugars．　b）’AS，　unkfiown

　　d）　一，　not　detected　or　lesS

　　　　in　Frc．　Il　ef’　1875　Original一，　1875　Variant－

　　　　　II　of　1875　Original一，　1875　Variant一　and

　　　　　IV　of　P1418・一，　P1418－UV601一，　1875　Original－H，

　　　　　　　　　　　　　　　　　respectSvely．

　　　　Uronic　acid　centents　in　Frc．　IV　of　Xobe　N－

　　　　　　　　　　　　　acid．　AS　and　all　neutral　sugars
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　t鼓an　Oの01　陶nole／3　旧。屡es　　　　　　　　　　　　ifi

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　and　　　　　翼噂DPS　were

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　｝くobe　層一〇PS　were　14．9駕，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　18ア5　Varia昌宅一，　Hakata

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Galactese　contefits　in　Frc．　IV　of

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　afid　Kobe　PCP－BPS　were

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　except　fructose

1　〈Table　E－5　shown　in　experimental　pa“t＞　as　aldito｝　acetate

　for　l　hr．　　　Fructose　WbS　dete劉離ined　by　GしC　us重ng　峯｝rogr己鵬

in　5X　acetic　acid　at　leeeC　for　2　hr．　All　aminQ　sugars　except
　as　N－acetyl－alditol　acetate　derivatives　after　acid　hydrolysis
　　　　　　　program　2　as　N一一acety｝一alditol　acetatae　derivative

also　estimated　by　eelgrimetvic　ama3ysS＄　according　to　method　of　Osborn
　　　　　　［38］．

frac亀蕾O「1，　　the

《bb掌evIati◎渦S：

　　　Kobe　N一　and

91口cosa矯ine；

ai轟in◎　s切gar8

　　ef　heptose
　　Kobe

　　　values　being　calculated　oB　the
　　Glc，　glucose；　Gal，　galactose；　Mdn，

　　PCP－DPS．　ln　the　case　of　Kobe　W一一

GalN，　galactosamine；　QuiN，　quinovosa－
　　c＞　th，　trace　amount，　le＄s　thttn　O．1

　　　Frc，　1：　and　三三1，　afld　O，1％　（w／w）　in

　　　　　5．8％，　5．6X　afid　3．2pt，　respective一一

　　　　　14．2　X　and　13．6％，　respective｝y．

　　　　　　　P一　dnd　liakata　W－DPS　were　25．

　　　　Kebe　N一　itnd　Kobe　PCP－DPS　were　a．2

　　　　　　19．4X　and　6．3％，　respectively．

　　were　deterwined　by　gas・・｝iquid　chro・一

　　　　derivatives　after　ecSd　hydrolysis
　　i　as　e－acetyl－O－methyloxime　deriva一一

　　　　　　　　perosamine　were　determined　by
　　　　　　　in　4｝4－f｛Cl　at　10◎OC　for　8溢ゼ。

　　af七er　ac至d　hyrolysis　i輪　10　M一卜雪Cl　at

　　　　　　　　　　　　　［32］．　Uronic　acid　was



抗原特異多糖側鎖を構成する糖成分を知ることが出来る。

　Table　3に示したように、18750riginalとVariantの各DPS画分

は、ほぼ同一の組成を持っていた。Frc．　IIIは、構成糖としてグルコー

ス，L一グリセローD一マンノヘプトースeグルコサミンをL2：3．O：1．2のモ

ル比で含んでいた。　また、Frc。　IIは、　Frc．　IIIの糖成分に加えるに、

モル比0。7：3．2ε1。3のマンノースsペロサミンおよびキノポ’サミンgさ』

らに2っの未同定物質（NS　I，　NS　IDを含んでいた。　Fmc。　IIにおける

聡1および幣IIの含量は、　origima1の場合それぞれ5。醜と14。眺s．

Variantでは5。醜，14。跳であった。従って、　Fmc。　IIとFrc．IIIに

含まれる糖成分の分布パターンから、18750ri齢魏al　LPSとVariant　LPS

のコア部分は、約玉：3：1のグルコース，レグリセロ＋マンノヘプトース

およびグルコサミンから構成きれていることが明らかになった◎また、

両LPSの0一抗原特異多糖側鎖部分は、　L・一グリセロ　一D一マンノヘプト　・一ス

3モルに対し、約1：3：1モルのマンノース，ペロサミンおよび＄ノポサ

ミン，さらに鵬1，薦IIから構成きれていることが明らかになった。

　Table　3に示したように、　Kobe　PCP・・一LPSとK◎be姫LPS由来D臨の

Fre。　I　IIは、構成糖としてグルコー”ス，レグリセロの一マンノヘプトースs

D一一グリセロの一マンノヘプトース，ウロン酸と少量のグルコサミン，ガラ

クトサミンを含んでいた。Fre。　IIIを4M塩酸で加水分解（100。C，45

分）した後、高圧濾紙電気泳動によljウロン酸の検出を行った結果、本画

分に含まれるウロン酸は標準のグルクロン酸と同一の移動度を示し、そ

のガラクツロン酸に対する相対移動度は1。18であった。　また、本画帳

におけるL一グリ品濃の一マンノヘプト　・一スとD一グリセロの一マンノヘプトー

スの存在比は、GLCI分析により検討した結果、1：2であった。従って、

Kobe　PCP－LPSとKobe　W－LPSのコア部分は：、主に、約2gl　：2　：3のグル

コーMltス，レグリセロ　一D一’？ンノヘプトースsD一グリセロ…D・・一マンノヘプト　・一ス

およびグルクロン酸と少量のグルコサミンとガラクトサミンから構成さ

れていることが明らかになった◎　また、　Kobe　ig－Lrs由来DPSのFrc。

IIとFrc。　IIIの糖組成（Table　3）の比較から、　Kobe紐LPSの0一抗原

特異多糖側鎖は、ヘプトース3モルに対し、約1xl：2：1モルのグルコー
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ス，マンノーsス，ペロサミンおよび串ノボサミンs　ざらに臨1，酪H

から構成されていることが明らかになった。聾¢e∬における聡9と

賂Hの含量は、それぞれ3、購，慧．脇であった。

　同様に、　軽風捻P・一W＄および懸聡警　紐L聡由来腔騒のFme．　HI

の糖組成〈丁諭豊岡3）から悔両L欝のコア部分は、ともに、モル比約ぷ13

3のグルコース，ガラクトースおよびL一グリセ嚢一一マンノヘプトス，き

らに少量のグルコサミ1ンから構成されてい馨ことが明らかになった。　ま

たN麗譲職漁艶転職簿由来卍繋の聾¢。Hお聾¢、亙Hの糖組成IT誌睡3）

の比較からtS漁㎏ね欝声門の《）　一en原特異多糖側鎖は、　レグリセ鐸蔀一

マンノヘプトス3モルに対し、およ量甑難甑雅㍗7モルのマンノース，

ぺwaサミン，串ノボサミンおよび未同定アミノ糖（薦）から講成きれてい

ること：が明らかになった◎

　7錨誌3に示したように、撚驚0難問帯鋼L器，bege　Xank　L薦，　勲懸腕

欝野曝および漁齢悪夢馳駆由来隙慧の各騨騰e脚からはtS酢酸加熱に

より遊離したフルクトースが検出きれたが、本塁鷲。におけ番催の糖成分

の含量はO、罵賜餐であった。各菌株由来の聾繧。麗におけるフルクト

スの含量は：、それぞれ翼。幌，㌶．幌，認。嬬および羅、蕊であった◎

またN鑑。艶駕騨一鉱薦と臨艶紐漣＄由来脚Sの聾ee脚はN　遊離のウ

meン酸（6．　ZZ、1駄嬬）と少量のガラク9t　一スU。嬬，墨．認）を含んでいた。

このウロン酸は、高圧濾紙電気野晒において、標準のガラクツ瞬ン酸豊

tw　一一の移動度を示す単一スポット壷与えたことから、本恥¢。に存在す

るウロン酸はガラクツ農ン酸と鎮定した。

　糖玉響紐L購由来躍＄から翫醜得られた野¢。A《腕慰．11◎は、

マンノース，　ぺ麟サミン響串ノボサミンおよび薦をL一グリセ嚢一ゆ一マ

ンノヘプ91　一・ス3モルに対し軌㌫航撫ゆ趣3謡のモル比で含み、ガラク

トサミンを含むことと薦含量が低いことを除けば、懸紬撫P－L聡由来

隙Sの陣ce　XIと類似した糖組成を持っていた（TkbXe　3＞　o　また、同

DPSから得られたF㈹。＄《職琶。11⑪Wt　tS翫e、轟と比較すると、マン

ノース含量が低く、ぺ麗サミンと薦を欠損していた。従って、擁紘就縫

翫L器の大部分はO一抗原特異多糖側鑛を欠いたR型のL器であるが。
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ごく一部のL薦分子（Fre。　Aの収量から毒えて約蕊）は、ペロサミン，

キノポサミン，マンノースおよびasから成るO一抗原特異多糖翻鎖を持

つことが明らかになった。またx前述の如く、聾。。鯵は騨。。轟と比較

するとマンノース含量が低く，、かつ、ぺ謹サ箋ンと薦を欠損していたこ

とから。これら3種の糖成分はキノボサミンとガラクトサ識ンよゆコア

から離れた部分に存在することが明らかになった。

　01コレラ薩腿瓠8⑩gewa）と黙4欝欝　一6“k《1waha》の麗鷹から得

られた野¢。Hと野総．　XHにおける糖成分の分布パ二一ン《丁繍乱調3）か

ら、両L欝のO　一Ut原特異多糖出品は、　L一グリセ羅一麟一マンノヘプトス

農モルに対し、欝慮モルのぺ羅サミンおキノポサミンによむ構成きれて

いることが分es　o本実験によ鞭、この露っの糖成分は、　鐙鴨O繍麟懸1

応酬el鱈聡悔露黙就瞭＄s晦雛響鵡器および麗二軸撫欝鵡器のO一抗原

特異多糖翻鎖にも存在す番ことが囎らかになった。　ぺ羅サミンと串ノポ

サ識ンは。夏懸捻因子Cのみを持つk8ms　Wewkamic，二二および雛二三総

点の翫器にも少量ながら見出され番ことは、少なくともC因子にこの

2っの糖質が抗原的に幽幽あることを示しているものと思われる。また。

聡7§『 ｻ晶醗瀬盈L罵，悠鴨WeerXmeeeig　LP＄，恥艶蹴器に見出きれた難x，

欝Hx騒紘融輪欝噺鱈に禽まれていた薦k　およびこれらの各回鷺に共

通に含まれていたマンノ・・スは、ともに。各腔＄のO一抗原蒋異多糖翻

鎖部位に存在するこ潔が明らかになった◎eaコレラ菌臥器のコア部分

は、主に、モル比論聡のグル隷一スとし一グリセ訟憩一マンノヘプトスか

ら構成きれている。懲聡株s晦乱訴および血忌翻株L器のコアはx

O1コレラ薗L器の慧ア部分を構成する糖成分の他に，、乱れそれ、グル

コサ窯ン，D－rkグリセ濃鼠一マンノヘプトースとグルクロン酸，およびガラ

クトスを含んでおの、　01コレラ菌L器のコアとは異なる構遊を持つ

ことが明らかになmpた◎　露75株と貼k就践株のFr¢。聾からは、　01

コレラ菌L薦の常成分であるフルクトスが検出ざれたが、C因子山持

っ晦艶株のL薦はフルクトスを含んでいなかった。　従って、フルク

lt　一スは、　コレラ菌の愈濤学的α特異性には関与していないことが推

測きれた。　また、これ壷支持する別の成績も、久恒ら［55］により報告き
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れている。

第5節、LPSのドデシル硫酸ナトリウムーポリアクリルアミドゲル電気

　　　　泳動

　LPSは、　KDOおよびウロン酸などカルボキシル基を持つ酸牲糖やリン

酸を含んでいるので、ドデシル硫酸ナトリウムーポリアクリルアミドゲル

電気泳動（S粥ギA億）において、陰極から陽極へ泳動する◎電気諌動後の

ポリアクリルアミドゲルからのLPS成分の検出法としては、従来、過ヨ

ウ素酸eシップ染色法［71］が用いられていたが、本染色法は検出感度に

関して若干の問題があった［70］。しかし、近年、Ts錘とtweesek［70］に

より、過ヨウ素酸・シップ染色法の約500倍の感度を持つ銀染色法が開

発きれ、現在、SわS一斗囎は、　LP＄の分子構築を検討するための璽要な一

実験法となっている◎本実験ではtS翻S－PA囎を行うことによむ、各腰＄

の分子構築を検討した。

　01コレラ菌s鴛75株，Kobe株および漁k就麟株の各LPSの鋤豊

P離Eの結果を職毬。鴛に示した。対照には、S型L薦としてS副齢一

塾鷹野L箆欝S、また、醗型L聡として＄認蹴d始曲総一
幽R595　LP＄を用いた。欝慰、12では、上部が陰極、下部が陽極であ

り、下へ行くに従って分子量が小さくなる。

　Fig、121aSte　Aに示したように、　S。壁画紬囎i㈱L聡等の一般グラ

ム陰性細菌のLPSは、　LPS　O一抗原特異多糖側鎖部分の繰返し単位（艶一

peat加g㎜誌e　Fig。2）の数の相違等に基づく多くの艶tem鶴甲i加が

存在するため、同一株から分離したL器においても極端な多様性を示す

のが通常であり、SOS一”PAGEにおいて。これらのLPSからは階段状の多

数のバンドが観察きれる［72］。また、Fig。12　9afte　Jに示したように、

LPS多糖体部分を欠損し、リピドAに3分子のKDOが結合した簡単な

構造を持つS。Wi　rmesota薦95　LPS［73］では、上記のようなheteroge－

ne　i　tyは認められず、　SDS一一PAGEにおいて、同LPSは低分子量側に単一バ

ンドとして泳動きれる［74］。
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Fig．　12．　SDS－PAGE　analysis　of　LPS　isolated　from　eaeh　strain．

Sa”p　les　of　2　u　g　were　analyzed　on　SDS－PncE　except　as　noted．

lane　A，　E．　1t1111b111u：iu11h　m　LT2　LPS；　lane　B，　Ol　V．　cho　lerae　NIH　41

（Ogsva）　LPS；　lane　C，　O　l　Y．　g1h1g1g！ggo　lerae　569B　（lnabe）　LPS；　lane　D，

Hakate　P－LPS；　lane　E，　Hakata　V－LPS；　lane　F，　Kobe　V－MS；　lane

G，　Kobe　PCP－LPS；　lane　H，　1875　eriginal　LPS；　lane　1，　1875　Vari’

ant　LPS；　lane　J，　S．　pmt　nnesota　R595　LPS，　4　u　g．　Deteet　ien　of

LPS　is　perforned　by　silver　sta　in．

　Fig．121ane　Bに01コレラ菌NIH　41（09ava）LPS，　lane　Cに01

コレラ菌569B（Inaba）LPSのSDS－P舶E．における泳動パターンを示した。

01コレラ菌LPSでは、フロントマーカーに対する相対移動度（R屋）0．47

付近にブロードなバンドが観察されたほか、R■O．82付近、また、〔kawa

の場合R画O．74付近にそれぞれバンドが観察きれたのみであり、S．　ty－

ph　imurium　LT2　LPSのSDS－PAGE（Iane　A）において観察された階段状の
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バンドは認められなかった◎すなわち、O璽灘レラ繭L欝は、＄。細曲量一

醐爵聰L鷺翫罵のような一艘グラム陰盤：細菌鍵＄ど比較して、醗艶即獅

齢盤窪溜が少ないことが瞬らかになった◎また、0一抗原特異多糖倒鎖を

欠損した02コレラ薗R－LP＄の瀞鋳熱偲では，、紬甑群付議のバン

ドが消失することが久纒らのグループによむ確認きれていることから、O

kコレラ闘L総の騒膿一艶囎において観察された麺　概群付近のバン

ドは、O一抗原特異多糖翻鎖，　コアおよびり躍ド轟から成る＄型響胴

成分に相当し、一方、幽⑪、糠燈．9k付近のバンドは．　O一抗原特異多糖

翻鎖部分壷欠損したL欝成分に臨来す馨ものと事えられる。　k8ms融鑑一

藤懸1農器／瞼総講および欝鴨響鍵紬就臨欝1臨難語》の泳勤パ饗一ン

Wt　tS　O蓋灘レラ菌無maha翫購（kemdv◎のそれと難常に類似してお鞭。爾

欝＄からは舳甑盤付近瀧擁護縫付鷺に窯っのバンドが観察きれたe

また，、撫撫騒胤器軸騰鱒の泳動パターンは，、O量羅レラ菌⑪齢繊疑離

《懸総髪に類似しておゆtS本臨器は欝＄一線囎にむ舳甑賂se賄甑韓

および舳軌気付逝iに泳動きれる3っの成分に分離きれた。eeaskn　ta整一

翼薦《　！a　me跡からは，、0！灘レラ菌くi雛we轟，⑪，認艶艶臨鷺／蓋懸繕籔，

Dおよび撫艶掛L器q懸磁鱒の場合と織豊．1軸軌轟7と貼甑繊付近

に量れそれバンドが観察きれた弛に、恥曝羅櫓。懸にかけてもプ臓一ド

なバンドが検出きれた。　一方、旛齢撫継略叙軸騰瞬む鼠懸融翼㌘鴫鷲

1露盤のからはk顯麗麗壽臨軌鎗鱈近の露っのバンドは検出ざれ

たが、趣の各翫器に観察きれた賄隠構戴群付近のバンドが検出でき

なかったe

　第墨灘で明らかにしたように、艶轟翻鋸翻騎ゲルク翻マトグラフィー

において、01コレラ菌ge欝薦株ge輪艶紐および懸撫捻欝一凱器から

調製した麗罵からは、　コアが結合したO一航船特異多糖野駆画分《恥¢，

璽Dとxeア画分《聾¢、　HDが得られ番が、恥艶欝囎一L購および懸懸撫聾

騨＄由来の聾罵からjsk　ra野¢e亙亙は得られない（騰纒。鱒＄鱒◎：本＄灘一

艶囎においても上認と同様な結果が得られ、　0一抗原特異多糖翻鎖を持

つL器に相当する恕　軌磐嚇譲7付逝1のバンド1ま、　Olコレラ薗曝気

（9gpmg　B，①，璽呂聡株L器（！婁meee，9）　，撃茎璽w一・W＄（kwame鱒および
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Hakata　P・・一LPS（lane　D）では観擦きれたが、　Hakat醐一LPS（la　ne　E）および

Kobe　PCP－LPS（lan¢G）からは検出できなかった。　すなわち、　SDS一・PAGE

においても、ha　ka　ta　W－LPSとKobe　PCP－LPSは0一抗原特異多i糖側鎖を

欠損したR型LPSであることが示ざれた。

第6節．LPS多糖体部分の糖組成に基づくV．　cholerae　bio－serogro“p

　　　　Hakataの化学分類

　前述の如く、現在、LPSの調製法としてはWestgeha　lのフェノーール・

水法［21］およびGal　ageosのPCP法［2◎］が最も広範に用いられている。

しかし、　これらの方法による即Sの調製には、超遠心分離の反復など多

大の時間を要するため、多くの野外分離株や患者分離株からLPSを短時

問に調製するのは非常に困難である。近年、久恒ら［56。57］は、LPSを抽

出することなく、　菌体から直i接しPS多糖部を短時間に分離する方法（迅

速簡便法）を開発した。また、久恒らは、L薦多糖部の糖組成に基礎を置

く化学分類の立場から、本法をビブリオ科細菌をはじめサルモネラ，大

腸菌および野外分離i株や患者分離株など多くのグラム陰性細菌に適用し、

細菌の同定や分類に関する本法の有用性を確認している［56，57］。

　V。cholerae　bio・一sege◎gromp　Hakataは、　Fi琶。1に示したように、01

コレラ菌の3っの0一抗原因子（A・B・C）のうちInaba因子Cを持って

いる。従って、本丁は、主要抗原因子Aを欠くにも拘らず、市販のコレ

ラ菌血清と1　ma　ba因子血清に凝集し、血清学的にInaba型Olコレラ

菌として誤って診断きれ得る可能性などがあるため、衛生行政上大きな

問題を提起している。本実験では、　これらの諸問題解決の糸口として、

迅速簡便法を用いて、我国において分離きれた31株の本菌のLPS多糖

部の糖組成を検討し、それに基づく化学分類を行うとともに、本菌とOl

コレラ菌との判別を試みたQ

　用いたV。cholerae　bi◎一一serogroup　Hakata　31株のうち、22株は環

境由来株であり、残りの9株は、フィリピン，バングラディッシュ，イ

ンド，ベトナム等から輸入された食品由来株である。　これらの株は、過
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Tab、e・4．　Sugar　c◎鶏P◎siti◎n　of　the　polysaccharide　p◎rtion　◎f　V．　cholerae　bio－serogroup　卜｛akftta　しPS

method　（yg／g　wet　cell）　’　N
iselated by　　　simple　rapう（至

Glc Ga｝ Ma　fi Fru Hep GlC親 Ga3N PerN Qu1N
Asa）
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a）　AS，　unknown　amino　sugar．　Abbreviations：　Glc，　glucose；　Gal，　gttlactose；　Man，　maRRose；　Fru，　fructose；　Hep，　L－glycero－D－

manno－heptose；　GlcN，　glucosamine；　GaiN，　galactosaraiBe；　PerN，　perosamine；　QuiN，　quinovosamine．　NQ・一1　to　NQ・一16　，strains　were

isolated　by　Nageya　Quarantine　Office．　，NAHA－1　strain　was　isolated　by　NAKA　Quarantine　Office．　683－85，　’F－Ci　and　487一一85
straiRs　were　isolated　by　Fuku。ka　Quarantlne　Office．　OQ－Cl　and　OQ－C3　straう旨s　we陀壌solated　by　Osaka　Quaran伽e◎ffice．　AU
neutral　sugars　except　fructose　were　determined　by　gas－liquid　chromatography　（GLC）　using　pregram　1　（Table　E－5）　as　alditol
acetate　derivatives，　as　shown　in　experimental　part．　Fructose　was　determined　by　GLC　usiRg　program　1　as　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O－acetyl－O－methyl一一

〇xime　deterivative．　A］1　amino　sugars　were　deterinined　by　GLC　using　pregram　2　as　N－acetyl－alditol　acetate　derivatives，



Table　5．　Sugar　composition　of　the　polysaccharide
method　（yg／g　wet　cell）

portioB　of　）L．　s11h］．gLi一！．rsg｝olerae　bio－serogroup　Hakata　LPS　isolated　by　simple　rapid

Gl　c Ga1 Man Fru Hep ．GlcN Ga梱 PerN QuiN
Asa＞

一
ω
？

Isolated

　　　772榊82

　　　TQ－Cl

　　　TQ－C2

　　　’1’Q－C3

　　　TQ－C4

　　　丁Q－C5

　　　KQ－Cl

　　　KQ－C2

　　　0Q－C2

frora　imported　foods

（　Shrimp　）

（　II　）
（cuttlefish）

（　ll　）
〈　’‘　）

（　”　　）

（　“　　）

（　lt　）
（　”　　）

228．6

199．2

igフ．8

346，1

32B，0

204．0

137．8

236．8

205．5

39．9

33．0

31．7

45，1

43．8

28．6

21，5

30．9

37．6

268．0

248．8

201．6

181．7

159．6

i93．6

171，0

218．0

172，8

174，6

192．1

1ア1．7

242．5

242，0

2e2．3

142．1

169，6

199．5

25．2

25．6

18．6

16．3

3！．4

18，7

20．7

24．6

12．1

29．4

25．1

25，7

i7．9

18，e

37，6

24，5

26；3

21．4

72，4

55，4

46．7

70．9

73．6

56．5

60．3

63．3

42．2

309．1

317．1

431．6

682．6

627．8

423，1

237．2

352．4

429，1

a）　AS，　unknown　amino　sugar．　AbbreviatioB’s：　Glc，　glucose；　Gal，　ga3actose；　MaR，　manBose；　Fru，　fructose；　Hep，　L－glycero・一D－

manno－heptose；　GlcN，　glucosamine；　GalN，　galactosamine；　PerN，　perosamine；　QuiN，　quinovosamine．　TQ一一Cl，　C2，　C3，　C4　and　Cs
strains　were　iso］ated　by　Tokye　Quarantine　Office．　KQ－Cl　and　KQ－C2　strains　were　isolated　by　Kobe　Quarantine　Office．　OQ・一・C2

strain　was　isolated　by　Osaka　Quarantine　Office．　　772－82　strain　was　isolated　by　Fukuoka　Quarantine　Office．　Al　l　neutral
sugars　except　fructose　were　determined　by　gas－liquid　chromatography　（GLC）　using　program　1　（Table　E・一5）　as　alditol　acetate
derivatives，　as　shown　in　experirnental　part．　Fructcse　was　determined　by　GLC　using　program　1　as　O－acetyl一一〇一・methyloxirae　deri－

vative．　All　amino　sugars　were　determined　by　GLC　using　program　2　as　N－acety］一alditol　acetate　derivatives．



Table　6．　Sugar
（し韮9／g　wet　ce11）墨

composition　of　the　pelysaccharide　portion　of　Ol　Y．　ghlg－Lgg｛｝golerae　LPS　isolated　by　simple　rapid　method

Gl　c Ga1 網an Fru Hep GlcN GalN PerN QuiN
Asa）

Ol　V．　cholerae　NIB　4！　（Ogawa） 231．0 164．0 i53．0 48．0

一
ω
α
一

Ol　V．　cholerae　569B　（lnaba） 224．5 158．2 ！50．4 47．5

231．9

219．6

118．5

115．2

a）　AS，　unknown　amino　sugaγ・four毒d　in　Hakata　P一しPS。　　Abbreviations：　Glc，　glucos；　Gal，　galactose；　Man，　mannose；

Fru，　fructoses　Bep，　L－glycero一・D－manno－heptoseg　GlcN，　glucosamine；　GalN，　galactosamine；　PerN，　perosamine；　QuiN，
quinovosamine．　　All　neu℃γ・al　sugaγ・s　except　fγ・uc’しose　weγ・e　determined　 by　 gas　・一liquid　 chγ・ornato9γ・aphy　 （GしC）　usうng

prograra　1　（Table　E一一5）　as　alditGl一一acetate　derivatives，　as　shown　in　experimeBtal　part．　Fructose　was　determined　by

GLC　using　program　l　as　O－acetyト0－methyloxime　derivative。　All　am拍。　sugars　were　determined　by　GしC　us内program
2　as　N－acetyl一一alditol　acetate　derivatives．



去8年間、異なった場所で分離され、01コレラ菌0一抗原因子A・B・C

の各々に対する単クロ　一一ン抗体および島田ら〔9］により調製きれたHakata

に対する因子血清（F因子血清）を使用することによりHakata株である

ことが確認きれた。丁紬1駐4とTab　ls　5に、迅速簡便法により菌体から

直i接分離した上記菌体由来のLPS多糖部の糖組成を示した。　分析値：は、

湿菌lgに対する臨海成分の重量をμ8で表した。環境由来の19株と

食品由来全株のLP＄多糖部の糖組成は、定性的に同一・一…Aであり、全ての菌

株からグルコース，マンノース，フルクトース，レグリセローD一マンノヘプ

ge　一一ス，グルコサミン，ペロサミン，キノポサミンおよび未同定アミノ糖

（AS）が検出きれた。　また、環：境由来株のうち、大阪検疫所により分離さ“

れたOQ－C1，0Q・一C3および福岡衛生試験所により分離きれた487－85の

3株は、上述の糖成分の他に、ガラクトースと少量のガラクトサミンを含

んでいた◎

　本実験により、　これらの貼k就融株は、LP＄多糖部の糖組成の上で極

めてh◎sw　gene◎QSであることが明らかになった。》。　cho　lerae　b　io－sem－

groesp飴㎏撫は、　O一抗原であるL器多糖部の糖組成に基礎を置く化学

分類法において、ガラクge　・一スとかラクトサミンを含まない第1グループ

と、両糖成分を含む第2グルー一一プの2っの化学型に分類できた。　また、

第1グループと第2グループを問わず、本実験に供した全てのHakata

株は、01コレラ菌LPSの常成分であるペロサミン，キノポサミンおよ

びフルクトースを含み、本化学分類上、Olコレラ菌に類似することが示

された（Tabie　4，5，6）。しかし、これらの糖質のほかに、全ての懸ka－

ta株から、マンノースとASが検出きれ、この点で本菌株はOlコレラ

菌と完全に区別できることが明らかになった。

第7節．Hakata　LPSに見出された未同定アミノ糖の構造確認とHakata

　　　　LPS　O一抗原特異多糖側鎖の構造解析

　V．cholerae　bio－serogrQup　Hakata　P・一LPSに見出ざれた未同定アミノ

糖（AS）の構i造確認を行った。薦のGLCおよび薄層クロマトグラフィー

一37一



Table　7．　Chromatographic　behaviors　of　unknown　amino　sugar　（AS）
present　i　n　V．　．cimpl　erae　bio－serogorup　Hakata　LPS

A

Gしca

B c

旧しcb）

Standard　materials

　　Xylose

　　角annose

　　G蓬しlcosa蒲壌Re

Perosa田iRe　fro釈
el　V．　cholerae

Un｝くnown　　amino　sugar
（AS）　from　Makata　LPS

1．00

1．38

1．38

1．oe

1e85

1e85

1．00

1eO7

1．07

1．00

エ．34

ndC）

a）　GLC，　ges－liquid　chromategraphy　：　retention　tirae　values　of

alditol　acetate　derivatives　relative　to　that　cf　each　standard
material　媛s竃獅9　（A）　Uし80N　｝｛A－54　capi．ηa　ry　column　（0。24　田損　x　25　獄，

150一一2300C，　2”C／min），　（B）　3e／e　ECNSS－M　column　（3　mm　x　2　ra，　150－190

0C，　20C／min＞　and　（C）　TABSORB　co］umzz　（3　mm　x　2　m，　160一・2100C，　20C／

min）．　b）　TLC，　ithin　layer　chromatography　on　avicel　plate　with
the　solve；3t　system，　butanoYpyridine／water／acetic　acid　（6：4：3：’1，

by　vol．）　c）　nd，　not　detected　by　ninhydrine　reagent．

（孔C）における感性叡旨丁諭豆e7に示した。薦は、当初、酸加水分解

（1艦塩酸・9ぴC・25分あるいは錨トリフルオロ酢酸・120。ひ1時

間）後の恥面目50（H“）イオン交換クSUマトグラフィーにより申盤糖画分

に分画きれ、また、孔Cにおいてニンヒドリン試薬で発色しなかったこ

となどから、申牲糖であると思われた。しかし、薦の全アセチル誘導体

は、種々のカラムを用いた砒C分析において、01コレラ菌LPSから

分離したペロサミンのぞ；れと、全く同一の相対保持時間を示した。

　Fig．13とFig．14に、誘導体化の際、重水素化ホウ素ナトリウムを

用いて還元することにより、　1位を重水素標識した薦の完全アセチル

（［玉一2田標識）誘導体のGC／鵬分析における開裂パターンを示した。薦の

完全アセチル（［1－2田標識）誘導体のEI－MS分析における高高パターンは、

一38一



01コレラ菌LPS由来のペロサミンのそれとほぼ同一であり、4一アミノ

糖であることを示すm／e289とこれから誘導さ’れる評e　247，229，187，

169，127のイオンフラグメント、また、4一アミノ・・’4，6一ジデオキシ糖で

あることを示すta／e　230，158とこれらから誘導きれるiOfe　170，128

および副e116，98などの各イオンフラグメントが観察きれた（Fig。13）。
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Fig．　13．　Mass　spectra　ef　peracetylaeed．　derivatives　of　perosamine　from　Ol　ll（．
cholerae　LPS　and　unkBown　amino　sugar　（AS）　from　V．　．chole．rae　bio－serogroup　Haka’Ea
［Tti“STS　i”iirm　EI－MS．　“1”he　condition　oB　GC／MS　aBalysis；　program　4　in　’1”able　E－S　shown　in

experimental　part．
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また、CI一蟻分析においても、ペロサミンと同様のスペクトルを示し、

4一一　Vミノー馬6一ジデオキシヘキソースの完全アセチル（［1一制標識）誘導体

の分子イオン（M）に相当する副e377（翻畷）およびそれから誘導される

虹e335，317などの各イオンフラグメントが検出された（職慰．1墨）。

　一駿に、天然に存在する大部分のアミノ糖は。聾アセチル化あるいは
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Fig．　14．　Mass　spectra　of　peracetylated　derivatives　of　perosamiBe　from　Ol　IYI．
cho3erae　LPS　and　unknown　amino　sugar　（AS）　form　．V．．　一。－h－c－1－erae　bio：serogroup　Hakata

LPS　in　C1一勉S．　　　　Tぬe　conditi◎轟　o貧　GC／賊S　analysis；　prQgγ緊a田　4　薫n　Table　　E－5　　sれ◎wn

experimefital　part．
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聾アシル化されている［58］。01コレラ菌L器に含まれるぺ鑓サミシも

その例にもれず、ぺ濃サミンの4位のア隷ノ基は3帯下下野一醗翼蹴◎一

隅惣囎璽¢蹴瀬によ縮アシル化ざれている［獅認3認7〕◎　このア蒙ド結合

は，、酸加水分解（玉轍塩酸噸ぴC・懇分）によむ容易に切断きれ、ア識ノ

墓が遊離するため。O笠コレラ菌LP＄のべロサミンは，、酸加水分解後の

D＊wex　SC欝）イオン交換クmeマトグラフィーにおいてアミノ糖画分に分

画ざれ、　また，、隅隅ではニンヒドリン試薬で検出することができた。し

かし、離は、　酸加水分解後のbO　wex馨＃1鑓つイオン交換ク礪マトグラ

フィーによむ申牲糖画分に分画ぎれやまた。丁欝においてニンとドリン試

薬で響町しないなど、Okコレラ菌翫欝のぺ簸サミンとは異なった牲状

を示した。しかし．想の完全アセチル誘導体の砒Cおよびacノ二分新

における賞状は、O璽コレラ菌騨＄由来のぺ獄サ箋ンの聾アセチルーア

ルジトル・アセテート誘導体の羅れと岡目であったこ捻よむ、　舘ば聾

アセチル・ぺ難サ灘ンであることが予想ざれた。

　薦の聾澄換基の同定と，翼櫨就雛欝一L罵のO一抗原特異多糖翻倒の構

造を解析するため。　h櫨hata騨畷駕の0一欝⑪細＄鵬礁躍戴鰹延結果条1の

聾¢、Uに相当する疑＄の多糖体画分）について、　瀞醗スペクトルの蝉

吟とメチル化分析壷行った◎対照としては、　その0一抗原特異多糖翻鎖

が、主に、XXmeew〈1→2）賢愚麟臨昏d三三躍畷一門螺回雪継驚L一群鷲騨◎一

触惣四二戴の一三蔀一灘懸⑪即興幾儒磁　によ㊨梅成きれていることが囎らか

にきれているαコレラ繭認＄［蔦ge罵s　a質から調製したO－p⑪Rysew－

e¢捻瞬南㊥肥。H）を用いた。

　01コゆう菌泓薦から調製したIsutaeig　O一夢。恥＄麗¢他計認⑨の惣ひ

騨甑スペクトル鱗醒，葡）では、L器のO就原特異多糖翻鑛の主要部分

を構成する　4謁噸妙齢躍畷一（聾襲多門躍鵡憾贈麗鱒適就下魏細鯉。）一縦一ゆ一

ilwaPtftegelwaeeo＄eの無掘。酔。亙脚騨に由来する脚本の強いシグナルと、　xe

アオリゴ糖に由来する数本の弱いシグナルが観梅さ’れた◎　この結果は、

騒聴難ら［驚，2’7］および磁伽㈱δの報告［欝］と良く一致していた。各シ

グナルの化学シフト値、ピーク分解数およびひ翌カップリング定数（llg　C　一一　K）

をTab　le　8に示す。各シグナルの帰属は、　KePtneら［16，17］およびRed一

一41　一一
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Flg．　15．　13C－NMR　spectrum　（67．80　MHz）　of　the　intact　O－polysaccharidG

of　Ol　）L．　gh13u－gx：o　al　erae　LPS．　Sample　wa＄　dissolved　i　n　D20，　and　chGmical　shi－

fts　were　reported　downfield　frem　iRternal　1，4－dioxane　（67．40　ppra）．

蜘翻の報告［15］に従って行った。艶r鞭らの方法［45］によむ聾鋭アシ

ル化した01コレラ菌L器の0一齢1鵬鵬磯麟d琶（聾薦盆。郭醜鰹d　O－

pa　gysacchageide）では、聾アシル基である3一艶◎羅魂一郎糞鍵◎一丁亀貯O瓢¢

ae　i　dの炭素原子に由来する178．20　gege・tW¢’一一1：一ww　CO→，69．82欝遡¢㌦

2：〉⊆mOK），36　．8◎蟄隅（C㌧3：一・ICH　2一）および轟＆69鞭灘（Cj“・一49－C縫2◎H）

の各シグナルは消失し、geegeosatw　ine　h◎moge◎1ygeege　backb◎neに由来する

6本の強いシグナルが観測きれた（Table　8）。　また、聾d醗。蝿就¢d　O一
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“rable　8．　13C－NMR　shifts　of　the

cholerae　bio－ser◎groしlp　Hakata　し．PS
intact　and　modified　e一・polysaccharide isolated　from　Ol　V．　cholerae　LPS　and　V．

Chemical　shSfts

Car圭）c漁　ato凱s
Ol　V．　choierae

　　　　　Intact

O－polysaccharide
　N－deacylated
O一一polysaccharide

　　N・一acetylated

O一一polysaccharide
　Nakata　intact
O－polysaccharide

ppm　（splitting，　Jc．．H　Hz）

－
轟
ω
－

（Perosamit）e　backborie）

　　　　　　　　C－1

　　　　　　　　C－2

　　　　　　　　C－3

　　　　　　　　C－4

　　　　　　　　C－5

　　　　　　　　C－6

　　（N－acyl　group）

3－deexy一・L－glycero－

tetronic　acid

　　　　　　　Ci－1

　　　　　　　C‘一2

　　　　　　　C’一3

　　　　　　　Ct－4

acetic　acid

　　　　C鍵4

　　　　C嚢㌧2

101－52（de

　77の99（ds

　68．30（d，

　53・76〈dp

　69eO7（ds
　17．64（q，

178．20（s）

　69，82（d，

　36．8e（t，

　58e6g（ts

174．1）

150．9）

43．0）

142．2）

43．0）

127e1）

il．7．4）

127．3）

14’1e6）

10＝Lゆ55（d摯　174．2）

　77・60（ds　152eO）

　67・89（ds　40e8）
　54・77（de　i45“5）

　69e32（ds　39e6）
　17e66（qs　127・8）

101．34（d，　174．1）

　77e88（d，　150・9）

　68・67（ds　38・6）

　53e91（ds　147・6）

　69．33（d，　’40．7）

　17e63（qs　127・4）

175．56（s）

　22－98（qe　128e5）

101．33（d，

　77．86（d，

　68．67（d，

　53．91（d，

　69・33（ds

　17．64（q，

175．52（s）

　23．00（q，

174．0）

152．0）

40．1）

147．7）

40．8）

127．8）

12809）

Abbreviations：　Jc－H，　C－H　coupling　constant；　s，　siyiylets　d，　doublet；　t，　triplet；　q，　quartet．　5amples　　were
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ppm）．dissolved　in　D20，　a轟d　chemical　sわ椴s　were　reported　d◎wnfうeld秤。熱轍e蹟aU，4・・dioxane（67，40



齢盈騰蹴e緬越艶を騰薦擁奪露らの方法陰7〕で聾アセヂル化したO－pa一

蓋灘麗礁鍵璽畿縦磁囎籍璽醜綴O一・pa　gysaeeha　ge灘de）の欝C贋螺スペクト

ル｛騰騒欝）では、灘⑳騒麟醗熱艦囎⑬臨醗贈始磁鱒難に由来する懸本の

シグナルの櫨に，、聾アセヂル基に由来する響瓢弱羅謙《ぴ一勲一闘CO一）

と認。銘一巡｛ぴ一号畷灘3）のシグナルが観灘ぎれた（％魏磁al）　。難解畿糠

雛＄から調製した0噛魂憾鍵磯鍵翌鹿の欝ひ襲峨スペクトル岬量慰、鐸）

es　．01灘レラ菌の聾蹴縞織山鼠　O一齢臨鎗繧¢熱露総のそれと羅一で
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Fig．　16．　i3C－NMR　spectrum　（67．80　MKz）　of　iche　N・一acetylated　O－polysacch－t

aY纏de　of　OI　V。　chole￥箪ae　しPS。　　　Sa癬ρ竃e　was　（員ss◎モved　壕fi　D20，　and　cheraical

s垣fts　were　repovted・dow酬eld　f欄う眈erna？1，4－d沁xa轟e（67．40　PP鵬）．
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mapmpa郎“Fπ買π町篇拶m醗胆岬πm躍岡「軍那1『纏鐸m伊断MtlTTI「nT町㎜糊｛TSTTI，，”1マm「荊fTT｛1wnTlτ1捌胃τ甲mlf”w「「「叩‘丁π

心　　垂90．　鰻30　　ユ70　　16◎　　露◎　　三40　　ユ30　　訟G　　ii◎　　　　　　90　　　fK、　　7◎　　　懲）　　5◎　　　40　　　3ゆ　　　20　　　10　　　0

F肇9。27．　13C－N鰍sρec伽麟（67。80酬z）◎f蝋e　i眈act　O－P・lysaccharide
of　the　pheno3一一phase　LPS　i　so：ated　from　iL．　g！hl£L！一gsE！｛aolerae　bio一一serogroup　Kakata．

Sample　was　dissolved　in　D20，　aRd　chemical　shifts　were　reported　dcwn－
field　fγ・◎m竃nternal　1聾4－d壌◎xa轟e　（67．40　pp搬）ゆ

あり、　geege⑪＄as　wa　it　ite　k《》騒《mp　g　l　ywaegy　kree《敷も《》ge・e　99二由来するお思われる　玉《》玉。33

夢躍（d◎Whlet，　Jc．H　174．◎flz，ひD，77．鮪欝躍｛do雛臨盈就Jc．賊X52。O

翌z騨　C　・一2）pm　68鈴67　璽》灘　（d◎聰薮）蓋et参　謬。＿葦｛　4◎．玉　鷺窪寧　C－3）9　轟3。勲1　塾》遙》翻　（doub－

1e¢，　Jc．K　147。7翫，　C一魂），囎。認欝躍（面癒亙鴫dic．H嬢◎．8肱ひ騒）

および　17．64　翼》茎》愚　（eqvaitrtets　Jc．一K　127。8麗zPt　C－6）の各シグナメレと、　　N・一

アセチル基に由来すると思われる175。52紳騒ls璽顯醗醜，　C”一㍗一㍊CO一）

と23。◎◎鞭翻（囎鍵tete，｝c．．N捻8。9　Hzsぴ一隷一C麗3）のシグナルが観瀾
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きれた（Table　8）。また、　Fig。19とFig。19に示すように、　flakates　O一

夢◎lysae曲ari南と01コレラ菌の聾ace簿1就磁0雫◎1￥陥cc総露偽の

1H噌躍スペクトルもよく類似してお警、ともにぺ震サミンの馨位のメチ

ルプロトンおよび蟹一アセチル基のメチルプロトンにそれぞれ由来する

LOS下灘（蜘◎ad（沁曲13t）とし瓢gePtW〈＄　inglst）のシグナルが観測きれ、

また、5e◎2聾麗（bgeeed　siitgRet）にアノマープPtトンのシグナルが認めら

：れた。

ノ
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r

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　PPMFrmfrrmmpmrfrrrrwwrrf’rrmarrrrrt’rrrrrrrrrrnTrrrr，Trrrmpmn　nTrrr”’rrrrr　pTrr’T’ITrrfr
7．s　7．o　6．s　ti．g　r“．rJ　rx　c　4．6　‘1．e　3．s　3．o　2．s　2．o　i．rJ　1．v　o．s　o．

臼g．18。IH一町・pect欄（270。05凹版）・f　th・N一・ce・ty1・ted　O－P・1ys・一

ccharide　of　Ol　）L．　sxh！su．s2！aolerae　LPS．　Sample　was　dissolved　i　n　D20，　aRd

chemical　shifts　were’　reported　downfield　from　HOD－signal　（4．65　ppm）．
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Fig．　19．　IH一一NMR　spectrum　（270．05　MHz）　of　the　intact　O－polysaccha－

ride　of　thG　phenol－phase　LPS　isolated　from　M．　s1h｝gtg！ggolerae　bio－serogroup

Hakata．　Sample　was　dissolved　in　D20，　and　chemical　shifts　were　repo－
rted　downfield　frora　HOD－signal　（4．65　ppm）．

　Bockら［59謁◎］は、ヘキソピラノース環を持つ多くの糖質の13C咽齪

スペクトルを測定し、アノマーの炭素原子と水素原子問のカップリング定

数（Jc1－H1）を検討した結果、　ex・・一アノマー（エクアトリアルH一・1）のJCi　．xi

は170Hz前後であり、　β一アノマー（アキシャル紐1）のそれは1㊨O　Kz

前後であることを明らかにした。飴k融撫0　一p◎ly＄itceharideのJc1　．．Hi

は174．O　Hzであり、01コレラ菌のIRtaets　N－deaeylktedおよび聾

acety　la　ted　O　一polys　ac《tharideのそれとほぼ同一であった（Table　18）◎
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また、　1聾羅鍵スペクトルew　g．鱈，鋤のアノマー領域に観瀾ざれた

krond＄論離就（騒冷on脚灘）のシグナルは．　α勇一鵬懸む雫欝灘蝿郭i結合

のアノマープ濃トンに特微的なもの［6X］であることから。　麗櫨畿撫株鞭S

のO一抗原特異多糖三二範構成する薦は礎配位であることが示唆きれ

た。

　O－i抗原特異多糖門門の主要部分が鷺総撚k→慧麗櫨磁臨膨礪頑鱒羅一

垂継囎磯回灘灘の一縦融囎蹴懸鱒瀦蹴⑪醗によ㊨講成きれてい番O鍛レラ

菌聾罵就下就磁　O繍齢臨醗愈藤鍵璽畿壷対照として用いた弓懸鍛　O一

齢睡繊鷲紬蟄灘醗に回す馨メチル化分析では、戴心における保持時問三惑

分に蓋→kt結合であることを示す1鵡三一瞭量一証鍵醜蝿遣一ゆ鵬嘘蜘盈畷三一

覇灘欝即嘘《聾騰駕三三礁就躍躍の猫脚論蝿一懸麟盤編盤のメインピークと欝三

分に舞選冠末端糖に相当する璽二丁置一門鍵醜二丁講噸璽癩一灘二野畷講一磁一

三⑪即畷脚《Pl－meetw　gemeeua　wagbo》一一［x一一2wt－warm　gdeitのピークが検出ざれた。

それぞれのマススペクトル三三濫齢と欝鰹．灘に：那したゆ璽譲謁鴫三一

◎一鵬就蝿螺櫓一鵬漁戯一魂講一磁融⑪躍一墨一継一灘醜轟軍璽麗就翻灘⑪）一臣識購一雛鵬謄

ee　g　ee丑のCX－WS分析では．分子イオンに糎回するgOf　dv灘灘纒磯》とそれ

から誘導；きれる評磁婁膿，飾置の各イオンフラグメントが観察きれ、　ま

た臨一灘では　1叢一磁三一麗醜蝿螺櫓一継醜贈叢嘘噸鍵器畷一鞭囎磁電鯉紬醗一

撫三三）であること壷示すtWdV禦蕪，齢欝，簿Φ，　E30および勝翻蹴或三一

羅瀞噸麺鱒即畷一下礫就甑蝿雛囎撫肥州）であ番こと嚢示す盤海　W2，！灘，

璽捻などの各イオンフラグメントが観察きれた催醒。鋤◎門門に、玉謁一

醤璽一⑪噛囎舘豊一露謬一媛璽一⑪一齢職潔卜4讃一門曲⑪躍一尋一《聾鵬亀鯉盈蹴就錨置旧）國豊一

2瑚一懸懸醜櫨のC置一灘では、分子イオンに相当する蝿掩認骸継蝿）と

それから誘導きれる醜＄盤，三田の各イオンフラグメントが観禦ざれ、

また、　鵬噸＄では璽噸一麗就躍慮謬一謙尋一醗漁圃噸噸鱒野一4一（聾購就鯉璽一

蹴就錨漏㊨であること壷示す睡磁　247，1麗，1×8，　1競および瀞翻

megkst－5一⑪磯¢就門門講一磁鹿⑪躍畷一二噸就贈瞼贈醜醐羅◎）であること嚢示

すew／e　露燈，蓋盟，盤O，1惣などの各イオンフラグメントが観察ざれた

催琶。激）。1島田一三i－o一農e就ジ璽螺一⑪一・seetky1－4，6・一di　grle＊xy・一aj－1聾醗噛翠盈一

8鈴櫨油）一［璽・一2x］　・一ewann蓋¢◎亙ど1，闘齢一畿。嚇呈一慧，3一嬢璽一〇一鵬伽璽一4講一
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Fig．　2Q．　Iiass　spectra　of　1，2，5－Sri－O－acetyl：3rO－raethyl一・a，6一一dide．o．x￥一4一一（N－m｛i｝tihut一一

acEtawid）一一〇一［1－2H］一一rnannitol　in　［A］　Ci－Mi　S　and　［B］　EI・一iViS．　The　condition　on　GC／MS

analysis；　program　4　in　Table　E－5　shown　in　experimental　part．

dideoxy－4一（N－methy　laeetaWt　d◎）一［1－2H］噸annito　1のGLC分析おける検

出比はおよそ6：1であり、Hakata株DPSのFrc．　II（Table3）に含まれ

るAS量（7モルー絡／3モルーヘプトス）と一致していた。

　　以上、G　LC，　GC／MS分析および蟹櫨解析の成績から、　Hakata株LPS

に見出きれた未同定アミノ糖（AS）は4，6－dideQxy－4一（聾aceta磁ido）一α一D一
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Fig．　21．　tv｛ass　spectra　of　1，5－di－P一一acetyl・一2，3一一di－9－methyl一一4，一6．rdideoryy－g一（N一一me－tAhbjf．1．r

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　and　［Bj　EI一一MS．　The　condition　on　GCIMSacetamido）一D一［1一一2H］一mannitol　in　［A］　CI－MS

analysis；　program　4　in　Table　E－5　shown　in　experimental　part．

marmose（疑一アセヂルペロサミン）であり、また、　Hakata　LPSの0一抗原

特異多糖側鎖は、主に、ヘプF　一一ス3モルに対して7モルの砕アセチ

ルペロサミンがα1→2結合した1i聡ar　h◎Wtop◎lymerにより構成ざれ

ていることが明らかになった。
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第8節。LPSの脂肪酸組成とリピドAバックボーンの構造確認

　01コレラ菌，vibiro　bio－seragroup　1875，　v．　f1Ma蓋is　181一一ee，　v。

choierae　b　io－serogro即Hakata各LPSの脂肪酸組成を検討した。　Table

9に示したように、01コレラ菌LPSは、主要構成脂肪酸として、テト

ラデカン酸（C14ε0），ヘキサデカン酸（C16　：0），3一ヒドロキシドデカン酸

（3“HC12：0）および3一一ヒドロキシテトラデカン酸（3－OHC14：0）を含み、

また、少量の不飽和脂肪酸（ヘキサデセン酸（コ6：1，オクタデセン酸C18：

1）を含んでいた◎これらの脂肪酸は、1875株LPSe　K◎be株LPS，　Haka－

ta株LPSからも検出きれた。しかし、これらのLPSでは、01コレラ

菌L薦と比較して、不飽和脂肪酸（C16：1，　cr　8：1）の含量が高く、また、

ヒドロキシ脂肪酸（3－OHC12：0，3一◎HC14　：O）の含量が若干低いことが特

徴であらた。さらに、1875株L　esとKobe株LPSは、01コレラ菌

LPSに含まれる脂肪酸の他に、それぞれ1種および2種の未同定脂肪

酸を含み、定性的に01コレラ菌LPSとは相違した脂肪酸組成を持つこ

とが明らかになった。

　18750rigimal　LPSと1875　Variant　LPS，　またKobe響・一・LPSとKobe

PCP－LPSは、それぞれほぼ類似した脂肪酸組成を持っていた。しかし、

Hakata　P　一・LPSとHa　ka　ta研LPS問の脂肪酸組成には定量的な相違が認め

られ、Hakata　P－LPSは、　Hakata　W－LPSに比較して多量のCX6：0，　C1631

を含み、逆に、3－OH　C14：◎含量が低かった。　また、　Vibrio　bio一・sero－

gr◎囎1875のアセトン乾燥菌体からPCP抽出［20］によって得られたNL

は、1875（lpiginal由来NL，1875　Var　ia　nt由来Nしともに、構成脂肪

酸として多量のC1620，　C16：1，　C18：1を含み、また、ヒドロキシ脂肪酸

の含量が著しく低いなど、18750riginal　LPS，1875　Variant　LPS，とは非

常に異なった脂肪酸組成を持つことが明らかになった。

　また、各L　esのリピドAバックボーンの構造を確認するためメチル化

分析を行った結果、プログラム5（実験の部Tab｝e　E－5）による㏄／MS

分析おいて、保持時問35。5分にFige　22に示したようなマススペクト

ルを与える物質が検出された。本物質のCI一幡（Fig。22　A）では、睡1に
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Table　9．　Fatty　acid　composition　of　L　PS　i　s　o　l　ated　from　Y．　sphg一1“ec11Eto　l　erae，　Y一！／btlgbrio　b　i　o－serogroup　1875　a　nd

V．　‘fluvialis　181－86　Kobe　（O／，，　w／w）　一

C14：0 C16：0 C16：1 C18：i 3－OH　CI2：0 3－OH　C14：0

　　a
FA

1 II

Ol　V．　cholerae　NIH　41 13．1 15．4 O．8 O．8 36．0 33．9

1875　Origina1
1875　Variant

17．5

17e5
11e8
11．3

12．1

13．1
－
l

Q
／
n
◎

13．6

15．2

26．1

23．6

9．8

11e2

一
O
N
一

1875　Original　NL
1875　Variant　Nし．

Kobe　water　phase
Kobe　PCP

7
0
0

り
乙
4

16．O

U．4

23．9

24e1

◎
ノ
（
，
乙

■
　
　
　
◎

戸
◎
Q
ノ

38e　4’

36e7

i4e1
16．8

31．7

Z7．3

9．O

ll．O

（
）
フ
ー

●
　
　
　
●

り
乙
う
Q

10．0

9．6

つ
∂
41

3ZO．8

15e4
6・8　16e4’

6．9　19．7

Bakata　pheRel　phase
Hakata　water　phase

8．9

18，0

29．8

15．2

22e8
10．0

13．8

6e4
13e3
19e9

1i．4

30e5

Values　for　fatty　acids　are　percentages◎f　the　total　fatty　acid船ctうon．　a）FA，　u漁。糊fatty　acうd．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　し
Abbreviatio沿s：　C14：0う　tetradeca轟。う。　acid；　C16：0，　hexadeca資。羅。　acid；　C16：1，　hexadece轟oic　acid；　　C18：13

0ctadecenoic　ac竃d；　3－OH－C12：0s　3－hydγ’oxy－do（Secanoic　acうd；　3－OH－C14：0，　　3－hydγ・oxy・一tetradecanoic　　acid．

All　fatty　acids　weγ’e　deteγ’田inGd　by　gas－1うqu『d　chromatography　usifig　Pγ・ogram　3　（Table　ε一5）　　as　　methy達一

ester　derivatives　after　acid　hydrolysi＄粕4凹一HCI　at　100。C　for　4　hr．
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焔6
2diZ

3の9 diの2 5ZZ 5巳②

　　22．　　瀕ass　spec亀ra◎ヂ宅｝篭e籍ar℃ially　methylated　a捻d　acetyla「ヒe（l　derivaもive◎f臼g．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Aコ　C王一純S。　［Bコreduced－lipid　A　backbone　肇s◎1a宅eCl　fr◎鐸1）乙．　ch◎lerae　Ma｝くatia　W一しPS●

EI－MS．　’i’he　coRditiop　on　GCIMS　analysis；　program　5　in　Table　E－bS　shown　in　expe－

r編e眈a壌診a霞，

相当すると思われ番醗海581のイオンフラグメントと本物質が二量体で

あることを示す醗隔289のイ爵ンフラクメントが観察きれ、また、二一

聡（Fig。22　B）では、本物質がグルコサミンの二量体であることを示す

臨／e5錫Pt　5◎3　Pt認＄Pl譲聡9欝悉の各イオンフラグメント、　および1→㊨

結合のグルコサミンニ量体に特徴的なイオングラグメント鵬〕である懸／
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e2ユ8が観察ざれたことから、本物質はL器のリピドAバックボーンに

由来する1→6結合グルコサミニ・グルコサミニトールのメチル・アセチ

ル誘導体と同定した◎すなわち、これらの各L聡のリピドAバックボー

ンは、一般グラム陰性細菌欝Sの場合［姻と同様、1dy6結合のグルコ

サミンニ量体から成ることが明らかになった◎
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［考　察］

　本章では、01コレラ菌と共通抗原性を持つ3種のビブリオから分離・

精製したLPS、特に、衛生行政上重要視されている》。　eholerae　bio－

ser◎group　HakataのLPSを丁零に、その化学的性状を追究した。

　V。fluvialisは、近年、医学的・食品衛生的見：地から注目を浴びてい

る新病原ビブリオであり、従来、島田・坂崎［8］により18種の0　”一抗原

型，久恒ら£62］により14の化学型に分類きれていた。　また、現在まで

に、》。f1耀i烈isの04，05，01◎は、それぞれkOSt－01グループ・

コレラ菌の041，039，06と共通抗原性を持つことが化学的・血滴学

的に明らかにきれている［8］。》。flesvialis　181－86　Kobeは、島田・坂

崎［7〕の土塁学的研究によりtS　O1から018のどの》。　fl　uvini　isと

も異なる抗原型を持ち、かっ、01コレラ菌と共還抗原性を持つことが

示され、V。　fimvta1Xs　O19として新に分類ざれた。本研究において、》。

f1戚副is　18㍗86　Kobeから分離・糟製したL聡は、》。　flesvialis　LP＄

の常成分であるD　一一グリセロ弟一マンノヘプトースとウロン酸の他にOl

コレラ菌L｝聡の特異糖であるペロサミンとキノボサミンを含むことが明

らかとなり、本菌株は化学的にも新しい型く化学型15）に分類できた。

また、本株の0一抗原因子はWbバ。　h　i◎i・sePto　ge◎即1875》鍵i融就の

0一抗原因子と同一であることが島田・坂崎［7］により報告ざれたが、本

研究において、化学的にも両書のLPS　O一抗原特異多糖側鎖部分は非常

に類似していることが明らかになった◎

　Olコレラ菌LPSの0一抗原特異多糖側鎖部位は、主に、3－deoxy－L－

glycer◎一tetro魏ic　ite　idによって聾アシル化されたペロサミンがa（1

→2）結合したlinear　ho脚01躍erにより構成きれていることが知られ

ている［15，16，17］。また、久恒ら［19，63］は、多数のビブリオ科細菌LPS

の糖組成を検討した結果、01コレラ菌のL欝のみにべロサミンとキノ

ボサミンが存在することを見出し、　この2っの糖成分がOlコレラ菌

の0一抗原特異性に関与しているのではないかと推考した。本研究にお

いて、01コレラ菌と共通抗原性を持つ3種のビブリオ，Vibri◎b　io　一t
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s愚薄齪◎鞭　欝鴨，，》。轟羅蓋畿1誌悠1一総晦艶，》e磯d醒鎗疑。一醗騰一

慰障鞭臨㎏捻の各＄型L薦にも、このぺ購サミンとキノボサミンが存

在することが明らかになった。また、睡＄の覇鋸職血誠鱗s翻吻によの。

ぺ羅サミ1ンとキノボサミンは、各L器のO一抗原特異多糖欄鎖部位に存

在していることが明らかになった。一艘に、Ψ＄の持つ抗原特異性は悔

O一統原特異多糖翻鎖部分の構図様式によむ決定きれる［20i。0！コレラ

菌L器とこれらの菌株のし罵のO一抗原特異多糖健鎖部分に存在する共

通糖成分は、ぺ轟サ隷ンと串ノボサミンのみであることかdy　。この2の

糖質は、少なく壽も0！コレラ菌とこれらの菌株との共違抗原因子であ

るO幽鱒因子B，亙磁識因子Cに開園しているものと思われる。また、

本研究によ噸、欝欝株，撫総株，難櫨就雛株の各翫器に兇出きれたマ

ンノース。鱈聡株L罵と臨艶株Lesに含まれる未：同定鞠質《酪亙，灘

亙DtSおよび撫霞割南島鷺から検出ざれ．後に聾アセチル・ぺme　Wミ

ンであることが確認で器た未同定ア慧ノ糖雌も。各翫鰭のO　一Ut原特

異多糖還郷部位：に存在す馨ことが明らかになった。各L器におけるこれ

らの糖成分の分布パターンお麗慰、2に掲げた各菌株が持つO　一Ut原因子

からtS欝憾株，臨海株および臨旛糠株の各W＄に存在す馨マンノー

スは、これら3菌株の共逓抗原因子であ馨聾に．　また，、罵鴨株臨欝

とKChe株乱臨に見出きれた未翻定物質《欝璽，嬬璽Dは，、唖者の共遡

航原因子であるEにそれぞれ対応し、きらに，、賊雌馬級株L器のみに含

まれる聾アセヂル・ぺ嚢サ箋ンは、臨書撫独自の航原因子である置に

相当するものと考えられた。

　サルモネラ等の一聯グラム陰盤細菌のLP＄では、　L罵2分子あたむ3

モルの翼陰0が存在し、篭のうちの1モルの鼠嚢むが、ヘプトス緑翌→

響）紐O《認→構うリピド轟バックボーンの結合様式によ1；i、L購の多糖

部分とリピド＆部分とを連結している［麗］。弛の露モルのKtoは、ご

量体として上述の恥⑪分子にkr　z→4）のケトシド結合で分技状に結合

している鵬1。恥◎検出の常法である騨劔ss蜘磁の反応［銅では悔ま

ず弱酸処理⑩。O玉無酸畷Gの門鑑O分）によって、　これらのケトシド結

合が切断きれ、ついで遊離した2分子の恥0の過ヨウ素酸酸化によむ
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生ずるβぜゆr騨1や置耀就罎がヂオパルビツール酸で発色する。また、同

弱酸処理では、LPS多糖部分とリビドA部分を連結する㈹◎のヘプトー

スとのグリコシド結合は切断さ桐れないが。　この5位にヘプトスが置換

したKDOも購簸。一置換体の状態でWOf＄＄k　mec　kの反応にある程度の発色を

示すことが知られている［§罰◎　しかし、久恒ら1紬謁割は、》e欝鍵曲麗一

玉磨誠¢聡　O馨と門生幽幽麹薦属を除く全てのビブリオ科無二のし薦

からは、　大ぎな特微として、温籍な条件下に加水分解を行う晩蛉曲麗齢

の反応〔37］では購⑪が検出ざれないことを見出したeまた、久恒ら［臆s

灘〕は、　闘盤面縮瞳懸驕を除くビブリオ科細菌L器の強酸虚血分解秘中

に欝ゆのリン酸化誘導体が存在するこ凛を明らかにしたe諮らに。騒盤曲

論醐は。01灘レラ菌O幽幽pm璽餓飴のL器から、蹴遡の羅位がリン酸

によむ置換きれた駈か紬総画⑪鞭蓋1Φ繊嚢検出している。本研究に供した

燐蜘叢⑪購⑪一醗r⑪綬⑪鞭x8791，　蟹，髄雛撫夏論議1一総晦艶，》。磯⑪夏鳥舷

舷義脚騰齢難囎融融糠の各論＄は．常法の騒幽幽懸曲の反応嬢屑に臨

牲であったが，、瞭欝壷強酸で処理することによむ岡反応隔盤となむ。欝⑪

の分斬に関して。　Ok灘レラ薦をはむめ飽のビブリオ科細菌と岡様な牲

状壷示した。　また、これらの翫欝の強酸加水分解産物申に見出きれた過

灘ウ素酸・チオパルビツール酸反応陽牲麹質1翼｝は，高圧濾紙躍気泳勤実

験および鰯C／鰯分析によ鞭、恥翻のリン酸化誘導体であることが明らか

にな馨とともに，、各L器の多糖体部分とop　wドA南分は、姫昏麟総一

曲面蝿一鞭むによmpて連結きれてい馨ことが示唆ざれtc　oこれらの結果は、

聴器株，K“be株およびh叢hata各kP＄の筆戦酔臥⑪艶部分が、論述

した一・・meグラム陰牲細菌L薦のそれとは異なった分子構築壷持っことを

示している。すなわち、これらのLPSでWt　。　KO⑪の代むに条慶轟盤一

gekeryX即0が、　［ヘプトス纏1→5）4峨一遍臆轟轟圃　灘》⑪《α窯→㊧）

リピドAバックボーン］の結合様式によ勢、L欝の多糖部分とリピドA

部分とを連結し、きらに、一般グラム隆牲細菌L器に存在するような分

枝状のsw⑪二量体を欠損しているものと推測きれる。このような構造に

おいては、弱酸処理により遊離する恥0は存在せず、従って、過ヨウ素

酸酸化によって。翻幡㎎鋤となるβぜ◎r剛1一灘職v就eも生成きれない。
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鶉酸処理では、ヘプトスと0一凶◎s油。曙1KDOのグリコシド結合は切

断きれず、また、昏臨◎s曲◎耀1恥0のリン酸エステル結合は酸に対して

非常に安定であることが知られている［M］。従って、幽Oは4位と5

位の両方の水酸基が置換きれた礪一置換体としてLPS多糖部分の還元末

端に存在することになるが、　このゆ0の愚，5一構一置換体は。鵬瀞一置換

体と異なり過ヨウ素酸・チオパルビツール酸反応で呈色しないことが知ら

れている［薦］。これらの盤状から、認鴨株91恥子株および幽総製罐

の各腔Sからは、鹿胎s捻曲の方法によむ欝のが検出きれないものと

思われる。

　本研：究において、》。磯磯馴融疑壁s鍵◎毅⑪聡爵難誌鉱麟鯉＄のO　・・抗原

特異多糖翻鎖部分は、主に、　謡→2結合した睡アセチル・ぺnサミン

の雛醜鐙r　魏◎購欝輔笹蟹によむ構成されていることが明らかになった◎

撫緬畑LPSに含まれる聾アセチル・ぺme　Wミンは、酸加水分解に：対し

て安定であむ、糖分析の過程において、01コレラ菌LP＄に存在するぺ

簸サミン（聾＄噸鱒四脚嘱贈囎瀞一艶亀騰躍璽陣騰s糊置醗）とは異なる挙動を

示したが、いずれもバックボーンはぺ瞬サミンであむ、両L難問には抗

原的な交叉反応原性のみでなく、糖纒成においても類縁牲が認められた。

》e磯◎沁艶e誠鋤s齪⑪禦⑪購欝臨御繍捻は、近年の細菌学の進歩によむ初め

て同定可能になった菌株であり、過去において、　01隷レラ菌として診

断きれた菌株の申にも本株が含まれているものと思われる◎事実、阿部

ら［§7］は、過去、01コレラ菌として保存していた菌株1河遡水由来株）

の申から鷲株の》、e鱗雲愈職¢疑◎鷺醗《瑠騰羅財紬撫を検出している◎

また、阿部ら〔S7］は、本菌株のコレラ毒素産生能の有無をコレラ毒素組

サブユニットをコードする遣伝子プSU・一プを用いたコレラ毒素適伝子の検

定とReversed　Pass　ive　Latex轟早掻璽総t魏魏（RPLA）試験によむ検討し

た結果、V。曲◎豆erae疑◎一s鍵◎琶鱒総験臨紬撫は悔全株これらの試験に陰

性を示し、コレラ毒素を産生しない菌株であることを示した。きらに、

阿部ら［67｝によって、本菌株の一部は、コント艶ルの01コレラ菌よ

りは弱いものの、ウサギ結紮腸管ループ試験および乳飲みマウス活性に陽

牲を示し、　コレラ毒素以外の病原因子を産生していることが示された。
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前述のように、V．　eh◎lerae　bi◎一ser◎gge◎u・ge　flakatnは、　Ikaba因子C

を持ち、Olコレラ菌抗血清とIeeaha因子血濤により凝集することから、

現在、検疫所や衛生試験所でのコレラ菌検査に際し混乱を来たしており、

本菌に対する分類学上・衛生行政上の新な対応が迫られている。本研究

において、我国で分離きれた3X株の》e曲◎丑ewae麟◎嚇鍵◎蟹。購爵Ha　・一

ka　taは、　L　PS多糖部の糖組成に基づく化学分類法により、01コレラ菌

とは明らかに異なる化学型に分類できた。　また、前述のように、本菌は

01コレラ菌の共通抗原因子Aを欠損しているとともに、コレラ轟素を

産生しない。これらの知見から、》。ebO　lemae駄》一s解◎醒r◎囎財㎏撫は、

分類：学上、ee◎R－01グループ・コレラ菌として取り扱うのが妥当である。

また、コレラ菌検査時の混乱を防ぐため、eeコレラ菌検査の手引（厚生省

発行）脾を早急に改正する必要があるものと考える。
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第2章　　鞭Sの血濤学的性状

　本章では．　0！コレラ薗慧鷹およびO璽羅レラ薗と共還抗原牲を持

つ》輪戯。　媛⑪囎騨。齪⑪囎1轟聡　翫置繧懸亙と》欝欝醜，　サ。遇騨論戦誌

1磁一総艶艶および蟹e磯纏翻麗麗贈醗欝⑪齪⑪購幽懸無期の各臨写の撫

濤学的性状。特に、これらのL罵闘の血濤学的交叉反応漂牲を、L罵で

感作したヒツジ赤磁球（黛脚陸用いる受身溶血纏薦置騰撫麟ぎ藤懸，臨）

反応と受身溶血幽産《灘鐙量騰bemo蓋ms　gs璽麟擬輔磯，蟹勲反応遊行うこ

とによ鞭検認した。　また、化学趨飾した09xeレラ菌騨＄の血濤学的

塗筆を検討し．　磁xeレラ菌し欝の航原特異牲決定部位の解明薪試みた。

第1餓、受身溶醜反旛

　本実験では．　各L総の抗療特異牲および各L難問の血溝学的交叉反

応原票を受身溶血反応を行うことによむ検討した。

　01xeレラ菌，簿得株，墨取株，艶絵瞼樵の各Lms感作鰍就に

対する各菌株の全菌抗癌溝および義ge聾ge¢ge鞭磁＄慧fi　F因子血溝の溶血

曲線壁聾翼。器から臓艦、齢に示した。　また、響鋤聴鱒と籍韓馨雛

に、各感作鎌駕に対す番各抗幽溜の欝躍溶血価瓢傭溶血を趨こす抗

血濤の稀釈倍箪》壷示した。欝纒。器から騰翼。鱒で＆rk　，、溶血曲線が右

へ移動するに従って．また。丁諭艶鱒と丁癬蕪Uでは暮艦溶血価が

高くな番に従って各瞭露の抗原特巽牲あ番いは各乱器閥の交叉反癒原盤

が高くなることを慧期する◎

置磯、01xeレラ菌L器感作欝欝巌用いた受身溶血反応

　麗纒。認および丁論難沁に示したように。oaコレラ薗ゆ幽囎［O一

抗原式野晒繍弛器で感作した潔就に対し．抗⑪幽囎抗翻滴は解e

鱒O樒のδ鵬溶血価を示した。三郷融と共通抗漂性を持つ1maha［幽C］，

1875伽1落懸丑［勝1の勢・瞬の両抗血清もx下垂難Cを高い駕鴛齪で溶
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血させたが、1875Var　iant［C・D・E］，　Kobe［C　・D　・E］およびHakata　［C・D・F］

の各抗血清は、同SRBCに対し溶血活性を示さなかった（F　i8。23，　Table

lQ）。また、　Fig。27とTable　11に示したように、　AおよびB因子血

清は、Oga　wa　LPS感作SRecに対し、それぞれ5，600倍e　2，8◎0倍の

50％溶血価を示したが、Fig。28，　Fig．29およびTable　11に見られる

ように、C，　D・E，　EおよびF因子血清の50％溶血価は310倍～20◎倍

以下であった。　Fig．23とTable　10に示したように、01コレラ菌

Inaba　LPS感作SR㏄は、抗Ima　ba抗血清をはじめ、　A因子を持つOga一一

聡の抗血清およびC因子を持つ1875Var　iftnt，　Kobe株e　Hakata株

の各抗血清により溶血したが、抗18750rigi醜a1抗血清は本SR㏄に対

し溶血活性を示さなかった。また、A因子血清（F　ig。27，　Tab｝e　11）は、

IRaba　LPS感作・＄RBCを高いtitePtで溶血させたが、予想に反し、　C因

子血清は同感作諏駕をほとんど溶血きせなかった（Fig。28，　Table　11）。

1－2．1875LPS感作SRBCを用いた受身溶血反応

　Fig。24およびTab　le　10に示したように、抗18750ri葭na1抗血清

および18750r　i一頭論融1と共通抗原性を持つ01コレラ菌Ogawas　1875

VariaRte　Kobe株およびHeskata株の各抗血清は、18750rigina　l　LPS

感作SRBCに対して、それぞれ17，10◎倍，11，9◎O倍，2，400倍，20，400

倍および1，　ee◎倍の5（罵溶血価を示したが、抗lnaba抗血滴は、同

感作SRBCを溶血させなかった。また、　Fig。27，28，29および丁融ble

11に示したように、18750rigina1の0　一一抗原因子に対応するB，　D・E

およびE因子血清は、同感作SRBCに対し、それぞれ1，740倍，1，980

倍および1，840倍の50％溶血価を示したが、A因子血清（Fig．27），C’

因子血清（F　ig．28）およびF因子血清（Fi＆29）は溶血活性を示さなかっ

た（Table　11）。1875　Var　iant　LPS感作SR　BCは、抗1875　Var　iaitt抗血

清をはじめ、抗inaba，抗18750r　iginftl，抗Kobeおよび抗Hakata

抗血清で溶血し、抗Ogawa抗血清で溶血しなかった（Fig、24，　Table

10）。また、Fig．28，　Fig．29およびTable　11に示したように、同感
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［Antigen：　NIB　41　Ogawa　LPS］ しAntigen：　5698　1naba　LPS］
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Table　11．　50e／．　hemclysis　values　of　factor　sera　against　SRBC　coa’ced　with　LPS　isolated　from　each　strain

LPS
factor　sera

anti　・一A an　ti　一・　B anti・一C a眈う一D・E anti一・E anti－F

Ol　V．　cholerae

　　　　　　　　　　　NIH　41　Ogawa

　　　　　　　　　　　569B　lnaba

Vibrio　bio－serogroup　1875

　　　　　　　　　　　eri　gi　i｝al

　　　　　　　　　　　Va酉a眈

V．　fluvialis　181－86　Kobe

　　　　　　　　　　　water　phase

　　　　　　　　　　　pcp

V．　cholerae　bio－serogroup
Hakata
　　　　　　　　　　　phenol　phase

　　　　　　　　　　　water　pha．se

s，6eo

10，300

　　　300

　　　280

　　　270

　　　310

　　　400

　　　240

2，soo

く200

1，740

く200

く200

〈　200

く200

く200

　　290’

　　220

　　210

く200

く200

く200

　　390

　　250

〈　200

〈　200

1，980

2，20e

3，600

く200

1，300

〈　200

く200

〈　200

1，840

1，440

1，500

く200

〈　200

く200

　　310

　　410

　　530

　　500

　　400

　　570

’7，900

　　740

Passive
and　29．

he翻ysis curve of　each　factor　serum　agsint　SRBC　cgated　with　each　LPS　was　shown　in　Fig．　27，　28
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Table　IO． 500／，　hemolysis　values　of　antisera　against　SRBC　coated　with　LPS　isolated　from　each　strain

しPS

Antiserum

Ol　V．　cholerae bioe・serogroup　1875

NIH　41　Ogawa 569B　lnaba Original Vari｛nt
181－86　Kobe

bio－serogroup
　　　Hakata

Ol　V．　cholerae

　　　　　　　　　　　　NIH　41　Ogawa

　　　　　　　　　　　　569B　lnaba

Vibrio　bio－serogroup　1875

　　　　　　　　　　　　0riginal

　　　　　　　　　　　　Va酉a轟t

V．　fluvialis　181－86　Kobe

　　　　　　　　　　　　water　phase

　　　　　　　　　　　　PCP

V．　cholerae　bio－serogroup
Hakata
　　　　　　　　　　　　phenol　phase

　　　　　　　　　　　　water　phase

27，400

3，430

n　，goo

く200

〈　200

く200

　　990

く200

s，600

3s，soe

く200

12，soo

31，300

〈　200

16，900

　　　610

2，soe

〈　200

17，loo

s，oso

2，400

く200

s，400

i，160

く200

1，700

2，400

16，4eO

n，soo

く200

22，400

1，450

　　200

1，820

20，400

s4，loo

24，100

　　　920

2s，soo

1，220

　　450

1，180

1，920

2，440

2，soo

く200

100，400

　　9，000

Passive
26．

hemolysis　curve　of　each　antiserum　against　SRBC　coatecl　with　each　LPS　was　shown　in　Hg．　23，　24，　25 aBd



作SRBCに対し、　D・EおよびE因子血清は、畢れそれ2，200倍，1，440

倍の50％溶血価を示したが、C因子血滴（Fig。28）は、　Inaba　LPS感作

SRBCの場合と同様に、溶血活性を示さなかった（Table　11）。

1－3。Kobe　LPS感作SRBCを用いた受身溶血反応

　Fig。25とTable　loに示したように、　K面e　w一　ms感作SR㏄に対し、

抗Kobe抗血濤およびKChe株と共通抗原性を持つ01コレラ菌haba，

18750rigimale　1875　Variant，　Hakataの各抗血滴は、それぞれ24，100

倍，31，300倍，2，4◎O倍，U，8◎O倍および2，800倍の50％溶血価を

示した。また、Fig。28，　Fi琶．29およびTfible　11に示したように、同

感作SRBCは、　Kobeの0一抗原因子に対応するD覗およびE因子血清

で溶血した（5幌溶血価；3，600倍，1，5◎O倍）が、C因子血清を含む他

の因子血清で溶血しなかった（Fig．27，28，29，　Table　11）。一方、　Kobe

PCP－LPS感作SRBCに対するこれらの全菌抗血清（F　ig．25）および因子血

清（Fig．27，28，29）の50％溶血価（Tab　le　10，　U）は全体的に低く、抗

Kobe抗血清が9◎◎倍を示した他は、　ほとんどが200倍以下であった。

これらの成績は、化学分析で得られた結果と同様に、Kobe　PCP－L器はR

型のLPSであり、　KobeのO一抗原決定因子は主にKobe　W－LPS分子上

に存在することを示している。

1－4。Hakata　LPS感作SRBCを用いた受身溶血反応

　Kobe　W－L薦とKobe　PCP一一LPS問に観察ざれたLPSの抗原特異性およ

び他の菌株のLPSとの交叉反応原性の高低の相違は、　Hakata　P　一・L　PSと

Hakata　W…LPS問にも認められた。　Fig。29とTable　10に示したように、

Hakata　P－LPS感作SR　ecを用いた溶血系では、抗Hakata抗血滴が極め

て高い50％溶血価（100，400倍）を示したのをはじめ、　Haka　ta株と共通

抗原性を持つOlコレラ菌Inaba，18750riginai，1875　Variantおよ

びKobe株の各抗血清がそれぞれ高い50％溶血価を示した。また、　D・E

．．　71一



因子血清（Fig．28）およびF因子血濤（Fig。29）も岡感作SRBCを高い

titerで溶血きせた（Table　11）。他の因子血滴はHakata　P　一L　ps感作

SRBCを溶血せず、特に、　C因子血清は（臼菖。28）、　Ikaba　LPS，1875

》aria就LPSおよびK◎be塾しPS感作舘駕の場合と同様に、　C因子を

持つelakata株のLPS感作SRBCに対して溶血活性を示さなかった（Ta－

ble　11）。一方、丁雛拙10に示したように、登誌就爲勧L欝感作＄Recに

対する抗飴k就融，抗18750バ繰聰1，抗1875》謎ぬ就および抗Kobe

抗血清の5（濡溶血価は、それぞれ9，◎◎◎倍，1，160倍，1誰60倍およ

び1，22◎倍であり、懸k議捻P－LPS感作＄聡Cに対するそれに比較して

低い値を示した。特に、抗亙総州抗血清（醗慰。23），D璽因子血清（職窓。

28）およびF因子血濤（Fig。29）のHxkata歓LPS感作SRBCに対する

5儒溶血価は低く、それぞれ6　ro倍，霊OO倍以下および7暗ゆ倍であっ

た（Ta規e　l◎，　U）。　これらの結果は、　flNkxtee株LPSに関する化学分析

で得られた成績と一致しており、艶k就融株の0一抗原決定因子が主に

flakata　P－LPS分子上に存在することを示している。

　以上のように、Fig。23，24，25および丁麟1e　IOに示した全署航血

清を用いる受身溶血反応では、各LPS問に、　Fi　g、1に掲げた各菌株の

0　一一抗原構造式を反映する交叉反応原性が認められた。また、A，　B，陣門，

EおよびF因子血清（Fig。27，28，29，丁抽1牽11）は、対応する抗原因

子を持つ菌株由来のLPSで感作したS難Cを高い鍼t鯉で溶響きせた

ことから、これらの各因子の抗原決定基はL薦分子上に存在しているこ

とが明らかになった。C因子血清は、0玉コレラ菌1簸a融LPS感作S聡C

ばかりでなく、Iftabg因子Cを持つ菌株のLPSで感作した各S聡Cに

対しても溶血活牲を示さなかった《Tabge　U）。　これは、他の因子壷濤に

比較してC因子血濤の抗体価が低いためと思われ、全菌抗血清を用いた

受身溶血反応において、C因子を持つ01コレラ菌inabaと1875　Va　一

越a批，Ko　be株およびHakata株から分離iした各LPS問に明瞭な血清

学的交叉反応原性が認められたことから、C因子も、そのLPS分子上に

存在しているものと考えられた◎

一72一一



第2簾．受身溶血阻止反応

　本実験では、各L器の抗原特異性および各L器問の臨清学的交叉反

応原牲を受，酒興愈隙止反応を行うことによ独検討した。

　受身溶撫阻止反応（躍Dの成績巌隔講鰹鴛と野饗軸鴛に示した。表

中の数値は．各溶血系における各紬瀬愈鍵翫器の響傭溶尋常止濃慶

bu　g／鱒で示し、この値が低くなるに従って、　L聡の抗原特異牲あるい

は各L幽間の交叉反応原牲が高くなること癒意顕する◎

2一蓋。全薗抗血溝を用いた溶血系に封ずる受身溶血阻止反応

　全菌抗血清を早いて行った醗亙反応の結果壷欝欝豊滝92に示した。01

コレラ菌に開する糊夏反応において、＊ge　ee臨欝は熱ゆ鵬豊騨脚囎な継物一

病の溶断系⑩幽調乳薦感作黛罵／統鼎幽閑航血糊潔艶艶鰯⑪齢礁

な璽懸舳の溶血系／強調始臨器感弊平鮒〆抗X懸舳抗愈濤》に対して高

い溶血聯帯濤盤壷示した脚韻溶血羅止濃度9ゆ．9S縄ノ麗，　O．薦認／

副。一方，、⑪幽繊因子Bを持たないXmaha五器は、鞍幽騰の系におい

て溶血繊止路盤塵示さず［7欝雌ノWi］　ts　Xmatwの轟⑪翻⑪鶴鵜な押脚系

においてのみ幽止活性を示したゆ、撚鋸趣蓋］撫写象捻）。　この結果は．

職琶。1に示したORコレラ菌のO一抗原因子に耕する齢臨C　eoncege¢

と良く一致していた。

　また、評論沁92に示したように、0幽幽L器とineeha　L聡は、　X875

伽慰醗亙憾鴇　伽置藤総璽L器感作＄RBC／i腕欝聡　⑪ge　igimag　i統血溝），

x875》翻聴納《x875鞠駆馳醜L器感作s聡。／抗9875　Wage　ikftt抗壷滴），

野馳株《臨娩　w－Lws感作＄RBC／抗Kobe抗血溜）および臨k就馳駅《貼一

翫融捻P－L薦感作S聡C／抗騒櫨就融抗血濤）の各溶廠系に対し、全く溶撫黙

止活性を示さなかった。娼聡》獅噛tLP＄と恥軸捻P－LP＄は、01コ

レラ菌の2っの溶血系⑩ggwa騨＄感作S脇C／抗G幽聡抗血nv　ge恥曲麟

LPS感作駅㏄／抗夏澱舳抗血清）に対し溶血阻止活性を示さなかったが、

18750霞藤舩lLP＄はOgawaの溶血系において、また、　K◎艶紐LPSは

一73一
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Table　12．　5e％　inhibition　doses
passive　hemolysis　system　〈pg／ml）

（！DS◎）of　LPS　isolated　fゼ◎畷，　cわ◎1erae，　V伽沁b至◎一ser。g糊P　1875遅．　f、纏v蓄a穐18レ86民◎be＆濃dと．朧eroc◎達う麟ca　Og　f◎r

茎｝δssi》e　hera◎陰ys雪s　sys宅er罰　（S決8C　sens窪もiz｛…d　鰺う宅h　しPS　／　ar震；iserum）

gi　V．　chelerae 8i◎榊se￥も◎gv亀◎“聾）　1875

NIM　41　／

　　　畷紐41

569B　／

　　　569B
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Ifiabaの溶血系に対してそれぞれ高い溶血阻止活性を示し［◎ゆ5μ♂岨，

◎。48鵡竃／組］、Ogaua　LPSとユ875　LPS問およびK◎be　W－LPSとIgeaba

LPS問に抗原的な半交叉反応原性が認められた《Tab　le　12）Q

　18750バ藤聰1L欝は、　houao　1◎gousな18750戯郎聡1の溶血系にお

いて高い溶血煽止活牲［◎．01雌／副を示したほか、keter◎夏。　go　usな

18聡》鍵訟就および翫娩株の両溶蜘系に対しても弱い溶撫阻止能を持っ

ていた［L§O雌ノ謡，，6．98μ♂副（覧ble　12）　oK◎短株と同一の0一

抗原因子を持つ18聡》鍵ぬ就’のし器は、1875　》即訟醜および興研

株の溶．血系に対し高い溶血離止活性を示した［O．03μ慰趣1，0。◎£ss、g／

副。逆に、臨艶W－kP＄は、翫艶株および18多胎瞬挫就の両溶癒系

において高い溶血幽止能を示し［O．06μ♂醗，O．02雌／戯］、　X875》趣

r捻醜L器とKobe紐欝S問には完全な交叉反応原性が認められた《Ta一

温鰹12）。

　琴曲沁X2に示したように、　01コ口ラ菌LPS，ユ8750戯齢陥璽LPS，

X875　Vnge　Xnnt騨Sおよび諸撚聴L灘は、　Kakata株の溶血系を阻止し

なかった◎しかし、幽R霜解簸鵡購は、醜mao｝◎geusな貼k融撫株の溶血

系およびketero｝◎gou＄なX875　》鍵撫就の溶血系に対し高い溶癒阻止

能を示した［◎．㈱総／搬i，◎。18μ綬副。また、Hakata　P－LPSは、　K◎be

株の溶血系においても弱い溶血阻止活性を示し、　臨k就識P－LPSと1875

Vageiaftt　LPS問およびHgeknta　P・一・LP＄とKobe紐LP＄問に漁清学的半交

叉反応原性が認められた（Tab　le　12）。

　構成成分としてぺXXサミンを含むが、キノポサミンを含まないY．　eit・一

terocolitic鼠09　LPS（Table　2）は、れ磯◎io　g◎usなY．　enterocolitica

O9の溶血系（Y。　enterocolitica　Og　LPS感作SRBC／抗Y。　ekter◎e◎一

iitica　O9抗血清）においてのみ溶血阻止活性を示し［0。03μg／n1］、他

の全ての溶血系を阻止しなかった（Tab　le　12）。また、　Y。　enteroeo1it　iea

Og　LPS以外のLPSは、　Y。　enteroc◎1itica　O9の溶血系に対し全く阻

止活性を示さず、Y、　enterocolit．ica　Og　Lpsと他のLps問には、交

叉反応原性は認められなかった。　キノボサミンを含むが、ペロサミンを

含まない01コレラ菌569B　Inabaのhyp◎一toxinogenic　Ptutant［51］

一75一



｛匙囎1醜一賢一羅）L器［翻］（丁論1鰹2）も、￥。鋤艶鵜¢磁纏餓0騒欝＄の

場合と同様に、h“wwo　kゆg＃wsな系においてのみ溶血阻止能を示し、他の

ket　ew　ok　ag　ou　＄な溶血系に対し阻止活牲を示ざなかった（丁論璽鰹轡。また，、

dl＃X！劔一質一羅の溶廠系《撫翼！鑓一賢一購感作諏駕〆抗齢翼　瓢一鷲一殿

抗血滴）においては、　亙waha鞭瓢が弱い溶血隙止響町を示したが，、他の

LPSは顕著な阻止能を示さなかったIT鋤艶捻）。

　受身溶壷反応における交叉反応原性は、その原理上、試験に供する騨欝

閥に璽っ以上の四一抗原因子が存在すれば出現する［賂3。一方。受身溶

血離止反応では、翫器の抗原構造が同一か．あるいは非常に類附してい

ない凹む交叉反応原盤は認められない憾鮎　また、騨＄が緩数の抗原因

子を持つ場合、国外として交叉反旛原盤壷示すことがある。　鯛えば，、抗

原因子幽勝驚｝の⑪齢賂欝＄が、抗原因子幽郡のX懸子の溶廠系に

対して懸止活牲を示すように，、インヒピタ磁して用い婆翫薦が，、溶血

系巌構成する全ての抗原因子壷持つ場合には交叉反応原盤が認められる。

本受身溶癒阻止反応において。四一のO一抗原因子を持つ悠午下四三驚

と撫下灘毛器の監薦閥には、　灘聡響鍵論四四＄が撫艶株の溶壷系

に帯して薩止活牲を示し、逆に。臨艶響鵡欝が四四響鍵瞼醜の溶血系

を随止するという完全な門門学的交叉反応原牲が認められたが。抗原因

子が若干異なる他のL罵闘には前脚のような完全な交叉反国原牲は認め

られなか・》たα麟睡捻）◎O玉コレラ菌の露っの溶愈系において、距齢

（e）因子を持つ鰹幽聡L罵と距◎因子壷持っ亙maha凱器は、αxeレ

ラ菌のO一抗原因子に平する距渉奪樽嫌囎戯と一一致した交叉反応原盤を

示した。　また、これに類似した交叉反応原性が。聾難）・麟覗因子を持つ

a875恥璽齢繊丑翫欝とC・ゆ璽因子を持つ悠聡　》ew　fi　an¢L器問および

開門磁量麟三豊L器と臨馳響一L器［C。か朝間にも若干認められた撫一

瞬e鋤。

2－2。因子血清を用いた溶血系に対する受身溶壷隠止反応

各菌株のLPS感作SRBCと各因子血清凌組合せて作製した各魏原因子
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の溶血系に対する受身溶血阻止（PHI）反応の結果壷艶魏愈捻に示した。

前記の如くN表中の数値は、各溶血系におけ轟各インヒビ女一L器の50罵

溶血阻止濃度《雌ノ醗Dで示し、　この数値が低くなるに従って、LPSの抗

原特異性が高くなることを意味する◎　またヤ受身溶虚反応において、C

因子三品は、01S　beラ菌1騰始をはじめC因子を持つ各菌株湯引。　D

から分離したLPSで感作したS聡Cを溶壷きせなかったことから（丁謝軽

U）、C因子の三二系は作製できなかった。

　撫麟⑭13に示したように、01コレラ菌⑪幽噛の抗原因子はA壌・（¢）

であることから、O離寵L器はA因子に闘する溶壷系およびB因子に

関する溶血系において高い溶血懸止活牲を示した。　同様に、各菌株から

分離したL難は、対応するO一抗原因子（Fgg。1）に関する溶血系におい

てのみ溶血限止活性を示した。すなわち、Ta　hi　e　13に示したように、

inaba瞭SはA因子に回する溶血系，悠7§0蔽藤盤璽L器は騒，ゆ，渉峨

およびE因子の各溶山系，i875糖蠣蹴t　LPSとK＊be　W－Lesは簸，聾曜

およびE因子の各溶血系および弓懸撫P－LesはDおよび貯因子に関

する溶血系においてのみ三二山止能が認められた。01コレラ菌無諭餐

と共通三原牲を持つことが報告きれているy．eee¢eroeogXticg　O9［魂馴

のL器は、全ての溶血系に対し、隙止活性を示さなかった。闘櫨融捻酔一

L器は、レ猛因子の溶血系に対し阻止二三を示さなかった輪観醗13）。

これは、感作抗原である娼750旧離懸置睡＄，悠聡糖r惣就および輪睡

紐L器はB因子およびE因子を持ち、また、聾璽因子二二は両抗原因

子に対する抗体を含んでいるが、羅誼就騒卜鯉欝ばE因子を持たないた

めであると思われた。

　これらの結果は、各因子血滴を用いた受身溶愈反応で得られた結果（Tx一

魏曾11）　k同様に、Fig。1に示した各O一抗原因子の抗原決定基が、各

菌株由来のLPS二上に存在することを示している。

笙L盈鐘eN　一一置換基転換による01コレラ菌LPSの血清学的性状の変化

LPSを感作抗原として用いる受身溶血（照）反応において、　01コレラ

一78一



菌569B（lftaka）L器とHakata株LPS問には血清学的交叉反応性が認

められるが、　01コレラ菌瓢擁41（Ogawa）L薦とHakata　LPS問に

は明瞭な交叉反応原盤が認められないことはすでに述べた二巴。23，26，

Ta魏e　1◎）。前述したように、01コレラ菌LPSと艶k麓＆L聡のO一

抗原特異多糖側鎖の主要構造は、非常に類似しており、ベロサミンの聾

置換基が異なるのみである。従って、01コレラ菌LPSの0一回忌特異

多糖側鎖部位をHaknta株L器のそれへ化学的に部分転換することは可

能である。本実験では、前記の方法（第1章・第7節）により01コレ

ラ菌1醜aet　LPSからN－vCiegcy　gated　LPSおよびN－aeety｝ated　LPSを

調製し、それらの血清学的性状、特にHakata株との交叉反応原性をPfl

反応により検討した。

3－1．　化学修飾01コレラ菌LPSの糖組成

　01コレラ菌麗礪瓠（0幽禰）と聡聡（Xeeabg）のし欝、両L聡を評

脱アシル化することにより調製した01コレラ菌樋一d餓。圃就磁　LPS、

およびこれを更に聾アセチル化して得た01コレラ菌　三二就蝿就ed

LPSの糖組成をTak　ke　14に示した。表中の数値は、各LPSのレグリ

セロの一マンノヘプトスの含量を3モルとした際の各構成糖のモル比で

示した。睡アシル基の相違を明確にするため、酸加水分解後のDowex

（助イオン交換クロマトグラフィーにおいて、通常の如くアミノ糖画分

に分画きれるペロサミン（第1章・第7節）はPerNで示し、また、同

クロマトグラフィーにおいて中性糖二分に分画きれるN一アセチル。ペロサ

ミン（第1章。第7節）は、漁㎏惣P－LPSの未同定アミノ糖（醗）と同一

の構造を持つことからASと示した。

　Table　14に示したように、　Olコレラ菌N－deacylated　L聡の糖組成

は、見かけ上intaet　LPSのそれと同一であり、そのPerN含量に相違

は認められなかった◎　しかし、N一一deaeylated　LPSを麟　一一アセチル化して

得た01コレラ菌N－acetylated　LPSからは、　PerNがL一グリセロ十マ

ンノヘプト　・一スに対してO．　4’・◎．5モルしか検出きれず、その代りとして、
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Table　　14。　　　Sしlgar　co蹟po＄うt壕◎R　◎f　　壌轟tδct　fi・R（重　醗◎d蒙fiff　d　LPS　噸＄（員ated　from　OI　V。　chole￥’ae

Gl　c F閃 H印 磁。麗 Pε濯 QgiN AS

NI隅1（OgawのしPS

569B　（lnaba）　LPS

2e1

2eO

2．6

2e2

3eO

3eO

i．8

Xe8

3e6

3e5

Oe3

e．2

一
。
◎
O
一

NI卜｛　4コ．　N一（藍eacy竃ated　LPS

569B　N－deacylated　LS）S

NIH　41　N一一ftcet；ylateci　LPS

569B　N－aceicyiaic＄d　LPS

2e3

2e1

2eZ

X．9

2．2

xs

2．2

2eZ

3eC

3eO

3eO

3eC］

Ze6

2e7

3the8

Xe8

3．縄

3e8

Oe4

0e5

O．　‘4

0e5

Oe3

0e　3’

3eZ

2e7

Tわe　data　￥’epresent　the　田01ar　ra　ti◎s　of　the　comp◎neR℃　sしlgages　f（）媛鴇d　葱読　　しPS撃　　℃he　　v　alしie＄

beiRg　calculated　on　the　basis　of’　the　it＄＄Kmpbion　thftt　LPS　cgzztain＄　3　mola＄　of：　L－glycero－
D－mann◎一heptose、　　　Abbrevi’ft　tio轟＄：　Glcs　9遷媛。◎se蚤　Fゼ縫s　ずruCt◎＄＄蚤　翼ξ≧P讐　　L－gliy《⊃ero－D一期＆Rn◎一

hept◎se；　Glc麗撃　9茎uco＄itmiRe；　PerN雪　per◎sar轟蔭su・e多　Qu壌N象　q“憶ngvosam1魏e§　　ASP　　飛一ace宅y3－peゼ◎一

samine．　GlticosG，　L－glycere一一D－manno－heptg＄s　itnci　N－acetyl－peyg＄＆rains　（A＄）　weye　deicer一

mined　by　gas－1うq媛｛d　chγ・◎matQgyδphy　（GしC＞　纒si轟9　P￥・Ogram　1　（丁轟b違鐙

der壕va伽e＄itfter　acid　hyd剛y＄is煽2昨燃一f筆疑◎蹴ec　kt　ite　z29◎c
was　determined　by　GLC　using　progwam　Z　as　O－acetyl－O一一methylgxime

hydr。lysis　in　5％acet壕。　ac・rd　at　lOO。C　f◎濾hr．撫。。sa砲門
mine　weγ’e　detξiir期う駿ed　by．　GしC　using　progwam　3　as　鶴　一・　ft　ce　ty竃一義遷d庵t◎l

ter　ac潅d　hydrol・ys曜＄　S｝10W轟　i轟　expe￥、壌獄ξ≧捻ta1　ρaゼt。

estimated　by　the　method　of　O＄bcrn　（32）．

L一一g3yce｝ng－D－raaRRo－heptose

　　E－5）asδ捕掘acetate
　　　　　’ior　k　hy’．　Fyuctese

　　cieyivative　after　acki
P騨。s翻轟e翻d鱒穀◎vOsa－
　　ac就ate　de酒vat嘆vεs　af－
　　　　　　　　　　　　　　　　was　a蒐sO



Per　Nの減少量に相当する量の時アセチル・ペロサミン（薦）が検出された。

すなわち、　01コレラ菌N・一acetylated　LPSからのPerNと薦の検出

比から、i鍛tact　LPSのペロサミンのN一一置換体である3－deoxy十glyc6－

ro－tetronic　acidは、　LPSの聾脱アシル化とそれに続iくN　・一アセチル化

反応により、約85・・90％の割合でN・・一　Tセチル基に転換されていることが

明らかになった。

3－2．　化学修飾01コレラ菌LPSの血清学的性状

　凝集反応および凝集素吸収試験において、血清学的にHakata株と交

叉反応原性を持つ01コレラ菌1　ma　baのしP　S，　および同LPSから調製

したN－deacy至ated　LPSとN－acetylated　LPSで感作した各SR　BCに対

する抗Inabaおよび抗Hak融ta抗血清の溶血曲線をFig．30とFig。31

に示した。前記と同様、Fig．30とFig。31では、溶血曲線が右へ移動

するに従ってLPSの抗原特異性あるいはLPS問の交叉反応原性が高くな

ることを意味する。01コレラ菌inaba　LPS／抗Inaba抗血清のbO　pao　一一

1◎go聡な溶血系（Fig。30）において、抗Inaba抗血清はInaba　LPS感

作SRBCに対し22，300倍の高い50％溶血価を示したが、　Inaba　N－de一”

acylated　LPSにはOlコレラ菌LPS抗原特異性の著しい低下が認めら

れ、同LPS感作SRBCに対する50駕溶血価は370倍であった。しかし、

IRaba　N・一acety　lated　LPS感作SRBCに対する抗Inaba抗血清の50％溶

血価は4，5◎0倍であった。すなわち、N　一一脱アシル化により消失したOl

コレラ菌1　ma　ba　LPSの抗原特異性は、　N一アセチル基の導入により、その

一部が復元することが明らかになった。

　01コ：レラ菌Ingba　LPS／抗Hakata抗血清のhetero　logousな溶血系

（Fig。31）においても同様な傾向が見られた。すなわち、　Fig．31に示し

たように、Imaba　LPS感作SRBCに対し抗Hakata抗血清は5，100倍の

50％溶血価を示したが、Ikaba睡deacy　l就ed　LPS感作SR　ecに対する

50％溶血価は570倍であり、N一脱アシル化することによってInaba　LPS

とHakata　LPS問の交叉反応原性は著しく低下した。しかし、　N一・acety一

一81　一・
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lated　LPS、感作SRBCに対する抗Hakata抗血滴の50％溶血価はInaba

LPS感作SRBCに対するそれより高く（6，800倍）、　Inaba　LPSとHakata

LPS問の血清学的交叉反応原性はInaba　N－deacy　lated　LPSをN一アセヂ

ル化することにより完全に復元した。

　Fig。32とFig。33に、01コレラ菌Ogawa　LPS，陣deacylated　LPS

およびN－acety　lated　LPSで感作した各SRBCに対する抗Oga　waおよび

抗Hakata抗血清の溶血曲線を示した。前記と同様、　Fig。32とFi＆。

33でも、溶血曲線が右へ移動するに従ってLPSの抗原特異性あるいは

LPS問の交叉反応原が高くなることを意味する。　F　i霧。32に示したよう

に、　Olコレラ菌◎g翻a　LPS／抗08a網抗血清のh◎mologousな溶血系

において、抗Oga購i抗血清は、0　ga　wa　LPS感作SRBCに対し1◎，040倍

の高い50％溶血価を示した。また、Oga　wa　N－deacylated　LPS感作SRBC

に対する抗Oga　wa抗血濤の50％溶血価は1，73◎倍であり、IRahaの場

合（Fig。30）と同様に、　LPSの降雪アシル化によりOgawaL　esの0一

抗原特異性は著しく低下することが認められた。しかし、Oga　wa聾acety－

1ated　IL？S感作SRBCに対する抗Ogawa抗血清の50％溶血価は、2，100

倍であり、Og　awa　N－deacylated　LPS感作SRBCに対するそれと比較して

わずかに増加したにすぎず、琵ab3聾deacy互ated　LPSのN一・　i7セチル化

により認められた01抗原特異性の復元（Fig。30）は、　Ogawaの場合に

はほとんど観察きれなかった（Fig．32）◎

　Table　10に示したように、　Ogawa　LPS感i作SR　ecは抗Hakata抗血清

で溶血せず（5◎％溶血価：430倍）、Ogawa　LPS／抗Hakata抗血清のhe－

tepo　log◎usな溶血系（F　ig。33）において、　Oga　wa　LPSとHakata株LPS

間に血清学的交叉反応原性は認められなかった。同様に抗Hakata抗血

濤は、Oga　wa　N・一deacy　lated　LPSを抗原として認識せず、同LPS感作

SRBCに対し溶血活性を示さなかった（5眺溶血価：510倍）。　しかし、

Fig．33に示したように、抗Hakata抗血濤は、　Ogawa　N－acetylated

LPS感作SRBCを高いtiterで溶血し（50％溶血価；8，200倍）、　Ogawa

LPSのN一置換基をアセチル基に転換することによりOg　awa　LPSとHaka・一

ta株LPS問に新しい血清学的交叉反応原性が発現した。
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　以上NO1コレラ菌1濾融L薦が持つ抗原特異性と、その舩k就融株

L器との交叉反応原牲は、L鮒を騨脱アシル化することにより完全に消

失し、これを更に聾アセチル化することにより復：回した《騰菖、30，31）。

また、L欝の醐鷺アシル化に伴う抗原特異性の消失は⑪幽購の場合に

も観察された轄竃。鋤。亙雛軸醜な9gewa騨騒鷺感作抗原として用いた

受身溶血反応においてはO幽囎L器と麗誌就融株騨＄闘に血濤学的交

叉反応原牲は認められなかったが。㎏癬綾L器の騨置換基をアセチル基

に転換すると、両者闘に明瞭な交叉反応原性が発現した。　これらの結果

は。01コレラ菌臨欝が持っている航原特異性、およびその艶㎏捻株

鞭Sとの交叉反応原牲の発現には、　瓢器O一抗原特異多糖欄鎖の聾置換

基が密接に開与していることを示すと共に、　本研究の第k章e第7簾

で得られた鞭晦翫就融鞭騒のO一抗原特異多糖翻鎖に聾アセヂル・ぺ離サ

ミンの臨鞭磯碗灘翻が存在する’”という成纏を血清学的立場から支持し

ている◎
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［考劇

　本章では、01コレラ菌および01コレラ菌と共通抗原性を持つ1875

株，Ko艶株およびHakata株から分SS　e精製したLPSの血清学的性状

を検討した。　また、化学修飾した01コレラ菌LP＄の血清学的性状を

検討し、01コレラ菌LPSの抗原特異牲決定部位の解明を試みた◎

　一般に、グラム陰性細菌のO一抗原性を決定する因子は、細胞壁外膜

に局在するL欝であることが知られてる［a◎］◎各菌株のL器，全菌抗血

濤および因子血清を用いた受身溶血反応と受身溶血随止反応では、　同一

〇　一一抗原式を持つ1875　》rkf’iaRtとKobe株から分離した両LP＄間に完

全な磁清学的交叉反応原性が認められるなど、各菌株のO一凝集牲（Fi慰。

Dを反映する結果が得られたことから、各菌株の0一抗原因子儒謬。1）

はLPSによll決定きれるものと思われる◎

　01コレラ菌鞭Sの0一抗原特異多糖健鎖部位は、3－cieexy－pL－g　gyeeth

r◎鴫etm輔e麗idで聾アシル化ざれたぺ臓サミンの璽麺e麗es　（1→2）

1i櫨edh㈱o瞬遡鍵と＄ノボサミンから構成きれていることはすでに述

べた。しかし、01コレラ菌LP＄の抗原特異性決定部位の解明は、未だ

に成されていない。本研究において、Olコレラ菌の璽就鵬tL器と化

学修飾したL聡の抗原性を受身溶愈反応により検討した結果、01コレ

ラ菌LPSが持つ抗原特異牲は、　LPS　O一抗原特異多糖剣鎖部位の主要部

分を構成するぺ震サミン・ホモポリマーの聾アシル基である3－d㈱即一レ

観ycer◎一te加。虚。　ae　i　dを除去することによって消失することが認めら

れた◎また、L　rsの疑一，脱アシル化によって消失したIRaba　L薦の抗原

特異性は、鑓一三アシル化したPSを聾アセチル化することにより一部

復元したが、同操作によるOgawa　LPSの抗原特異牲の復元はほとんど認

められなかった。これらの結果は、01コレラ菌LPSが持つ抗原特異性

（A・B・C）の発現には、LPS　O一抗原特異多糖側鎖部位の聾置換i基が密接に

関与していることを示している。すなわち、01コレラ菌LPSの各抗原

因子（A・B　・C）に対する抗体は、LPS　O一抗原特異多糖側鎖の賊一二i換基自体

の構造、あるいは聾置換基を含めた糖成分の全体構造を認識しているも
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のと思われる。

　Oiコレラ菌LPSのO一抗原特異多糖側鎖は、第1章で述べたのよ

うに、ペロサミンとキノボサミンにより構成きれており、ペロサミンの

4位のアミノ基は3－deoxy－L－g　lycero－tetro慮。　acidによってアシル化

されている。　しかし、キノポサミンもアミノ糖であることから、聾アシ

ル化されていることが予想されるが、その聾置換基の種類は不明であり、

現在、この同定を急いでいる。　また、Imaba　N－deacylated　LPSをN一ア

セチル化することにより復元した抗原因子は、InabaとOgawaの0一抗

原構i造［lltaba：A・C，　Ogawa：A・Be（c）］から考えて、恐らくImaba因子C

と思われる。すなわち、Olコレラ菌の抗原因子のうち、　AおよびB因

子の発現には3づg億y－L一麟ycero詫¢捻磁e　ncidの存在が必須であるが、

C因子はその種類に係わらずN　一・アシル基が存在すれば発現する可能性が

那さ』れた。

　・一方、　01コレラ菌Imaba　LPSとHnkata株LPS問の血清学的交叉

反応原性も、laaba　LPSをN一群アシル化することにより消失し、聾アセ

チル化することによって完全に復元した。また、01コレラ菌Ogawa　in－

tact　LPSとHakata株LPS問には交叉反応原性は認められなかったが、

Ogawa　LPSをN　・一新アシル化した後N一　Pセチル化すると、両L薦問に明

瞭な血清学的交叉反応原性が出現した。　これらの結果から、01コレラ

菌LPSとHa　ka　ta株LPS問の血清学的交叉反応原性の発現にも、〇一抗

原多糖側鎖部分のN一置換基が重要な役割を演じていると思われる。
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［総　括1

　本二二では、　Okコレラ菌と共通抗原盤を持つ3種のeeasee－evh＊璽egea

戚蜘沁，　驚疑め麟⑪一騰r⑪鍵⑪囎！婁聡，　蟹、髄羅1二二欝！一鎗　勤艶お

よび》。ck＊Rewne疑◎一sege＊ggeaseege艶縮捻から分離・精製したL薦の化

学的・二三学的牲状を追究しMこれらの欝＄と0！コレラ菌鉱薦との

関連牲について検討した。　また、’化学修飾した01コレラ菌L購の血

清学的性状を検討し、0！コレラ菌臨罵の抗原特異性決定部位の解明を

試みた。ざらに。我国で分離ぎれた謙株の》。eeinew　kewaee鍼鞭唱鮮⑪霧騰鞭

臨融論について。静欝多糖部の糖組成に基づく化学分類を行い、本菌と

01コレラ菌との判劉を試みたe

　欝＄，全菌抗血濤および因子撫濤を用いた受身溶血および受身溶磁隆止

反応によむ，、各菌樵がもつO一抗原困子は、その乱購分子上に存在する

ことが臨きれた◎

　弛の多くのグラム陰盤細菌の場合と異なゆ，、燐器r沁　疑。一醗騰霧騰囎

娼蔦，lj．鑓群蓋寵誌および蟹。磯懸盤齢　二二二二蟹樋欝二輪撫から

の翫欝の抽出牲状には大きな二二が見られ、特に、恥娩壽撫紬撫か

ちは航原性が異なる鴛種類の畿器《＄型臨器と蹴型L器）が得られた◎

これらの菌株の罵型L器は、01コレラ菌の特異的糖成分であるぺ羅

サミンとキノボサミンを含んでいた◎また、薦齪認寵置鰭＄翻伽の結果、

この2っの糖質は、各L薦のO一抗原特異多糖側鎖部分に存在するこ

とが畷らかになった◎これらの鶴欝とα識レラ菌L羅のO一抗原特

異多糖翻鎖部分に共選に含まれる糖成分は、　ぺ震サミンとキノボサミン

のみであることから、　この2の糖成分が01コレラ菌と二一磯畿懸

》諭沁の共逓抗原であるB因子とC因子に抗原的に関連していること

が示唆きれた。　また、1875株L薦，Kasgee　W－LP＄に含まれていた三岡定

物質（薦1，難H）、　漁翫就綾酔覗器に見出された未同定アミノ糖鵜）、

およびこれらの各騨Sに含まれていたマンノースも、各翻＄の0一抗原

特異多糖側鎖部位に存在することが明らかになった。各菌株の0一抗原

式（Fig．1）と各L薦におけるこれらの糖成分の分布パターンから、3種
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の聡◎即磁◎1愈騰》漸i◎のLPSに共通に含まれるマンノースは、　これら

3菌株の共通抗原因子であるDに、X875株騨Sと恥噛砕LPSに見出

きれた未同定物質（黙1，黙H）は、両者の回田抗原である冠に篭れそ

れ相当し、また、薩櫨就議沿　一・LPSのみに含まれていた未同定アミノ糖（A＄）

は、　h譲ha－ta株独自の抗原因子であるFに対応することが示唆さ噸れた。

O璽コレラ菌L器の常成分であるフルクトスは、コレラ菌の02特異

牲には開与していないことが明らかになったQO1コレラ菌L購の9ア

部分は、主に、グルコースとL一グリセ騨餅マ：ンノヘプトースから成るが、

鴛鴨株臨器e幽艶無腰＄および艶総堀株L器の各コア部分は、そ

の他の構成糖として、グルコサ薫ン，D一グリセ難論一マンノヘプトスと

ウ瞬ン酸，およびガラクトスをそ・れそれ含み、これら4菌株のLWSコ

ア部分は、各々異なった構造を持つことが明らかになった。

　購ぬバ⑪雨露鐙騰艦澱鞭1潮面，　響、轟雛論買s撚玉一総　細艶および》．

磁魂翻麗嫡磁心砂蟹磯欝麗誌就趣の各L器に含まれる過欝ウ素酸eヂオ

バビツール酸反応陽性物質（鐙は、高圧濾紙電：気泳動実験およびac／灘分

析によ鞠、1⑪0のリン酸化誘導体であることが示された。　また、各菌株

のLPSの多糖体部分とリピドA部分とを連結する物質は4－0一画。師薮。－

rぬ恥⑪であることが示唆きれた◎

　GLC，　GC／欝分析および襲鰍解析によむ、財㎏捻P－W＄に含まれる未

同定アミノ糖IAS）は、聾アセヂル・ぺ霞サミンであることが明らかになっ

た。　また、翻誼終漁P－L器の0　一Wt原特異多糖側鎖は、　主に、　Ut　（a→2）

結合した聾アセチル・べ震サミンのll艶酒酔◎齢瞬踊醗によむ構成ざ

れていることが明らかになった。この結果は、血清学的にも証明きれた◎

　我国において分離きれた瓢株の》、凶◎1鍵麗bio－sePtogge◎uge猛誼就譲

は、LPS多糖部の糖組成に基礎を置く化学分類法により2っのグループ

に分類できた。また、W。　ch◎ierae　bi◎“・serogremp　Kakataは、本化学分

類法によってOlコレラ菌とは明らかに異なる化学型に分類できた◎

　01コレラ菌L罵，N－deaeylated　LPSおよびN－acetyXa¢ed　LPSの抗

原特異性を受身溶血反応により検討した結果、　01コレラ菌が持ってい

る抗原特異性，および01コレラ菌LPSとHakata株LPS問の血清学
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的交叉反応原性の発現には、　LPS　O一抗原特異多糖側鎖部分の聾置換基

が密接に開与していることが明らかになった。　また、01コレラ菌LPS

の麟一脱アシル化により消失した01抗原因子（距掛C）のうち、亙総捻因

子Cは、L認に聾アセチル基を導入することによって復元することが認

められた。

　以上、本硯究によ9；｝、　0笠識レラ菌と共通i抗原性を持つ3種のit・on・一

。描璽¢灘蝦頒。の膨＄に関する化学的嘘濤学的性状が明らかにざれた。

凝。ekgXerne購。一騰r⑪蟹。鞭駁誌就鞍と01コレラ菌は、久恒ら［56，57］

が開発した化学分類法によむ萌確に区尉きれ、分類学上、V．　ebo｝ewadv

媛◎一一＄egegggeoesge羅櫨回訓ま醜㈱｛》1グtw　一プ・コレラ菌として取む扱うの

が妥当である。また、01コレラ菌の抗原因子のうち、AおよびB因子

の発現には襲d鋒躍弍驚睡⑳瀞弍就避⑪轟¢　麗灘の存在が必須であるが、

C因子はその種類に係わらずN一　Yシル基が存在すれば発現する可能性が

示された。　しかしx依然として、01コレラ菌の藷っの壷濤型ω齢騰

と互懸飴）を決定するL露の癒清学的抗原特異盤決定部位の化学構造は

不明である。今後、本研究で得られた知見を基礎として、この問題を解

明することが急ぎな課題となると考えられる。
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実験の部



［実験の綱

一般事項

1。使用菌株

　本研究に使用した菌株と量の宙来、　培養温度および使用培地を撫厨砲

罵一1に示した◎各繭株は至適条件で絡時闘ジャーファメンターで培養し、

蓋£ぴC・⑳分聞加熱殺菌した後．連続遠心分離により集薗した。得られ

た各三体は蒸留水で3回洗浄したのち、アセトン乾燥し、下記の方法に

よ鱒L器を袖出した。各アセトン乾燥三体の収率：を丁曲1愈E－2に示し

た◎

丁麟置駐E－1　使用繭株と培養条件

菌株 由来　温度 培地

》恥バ⑪娩⑪一＄鍵ゆ齢輔瀞

　X875伽置麟総亙　　　　1　器OC

　1875》翻餓就　　　　　1　譲8◎c

v沁夢置ゆ費群ぬ璽置＄

　1雛一麗翼。漉

》泌r璽◎磯◎盈劔麗髄◎一

戸食塩添加普遡ブイヨンく認7。2）

跳食塩添加普通ブイヨン（闘7。2）

1　窯8驚　　1．鵬食塩添加普逓ブイヨン（魂7。2）

　s鯉。齪◎鞭H融k融撫　　1孚2　37。C

￥鯉si践i霞

　enteroeo　X　i　t　ieft　09　3　37“C

Bordetella　盤隻型1塾孟≦糞i｝i曼

pha＄e　1 4

普通ブイ講ン（諏7。8）

ハート・インフx一ジssン（p群。2）

1）島田俊雄・坂崎利一両博士（国立予防衛生研究所・東京）。2）阿部久夫

衛生課長（大阪検疫所）．3）緒方幸雄教授（杏林大学医学部微生物学教室）．

4）大友信也博士（化学および血清療法研究所・熊本）から培養菌体を分与
された。
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丁論璽嚢E－2．　菌体叡率

菌株 叡率（アセトン乾燥菌体／培養液）

》蜘tw蓋⑪誠◎一＄ege＊ggegeesge

　　　　三二伽璽二三璽

　　　　悠聡蟹鍵論就

》晦蟄二三聡》置旧置s

　　　　欝1一総撫艶

畷鍵翌⑪凶⑪豊醗鍵

髄ゆ二二⑪慰二二騒誌就lt

1。29ノ豆

ゆ勲9／豊

X．5　g／E

L趣9／璽

2、L器の調製

　アセトン乾燥菌体からの翫薦の分離・精製は、下記のように飴璽餓騰

らのフxノール・ク殴濃ホルム・石油エーテルocP）法［黙Q］と鵬就凶謡ら

のフェノール・水法［議］によ辱行った◎

2一蓋。フxノール・・ク躍羅ホルム・石漉エーテル法

　アセトン乾燥菌体50gを2ゆO醗のフェノール・クロ羅ホルム・石漉

エーテル《pew混液《露惑譲，》ノ》／w）に懸濁ざせ、室温にて聾分間超音波

処理した。本懸濁綾壷遠心分離（X5，0⑪ゆxg，鱒分）し、上溜を分取した

後、沈渣である菌体に再び藷ゆ＃懇の駕野混液を加えて良く懸濁させ、

上述と岡◎拙出操作嚢2圓繰返した。得られた上士を減圧喚呼一齢℃

にて濃縮することによリク離霞ホルムと石油エーテル＆除去し、　フxノー

ル層のみを分回した。本フェノール層に沈澱が生◎るまで蒸留水を加えた

後、遠心分離《器ゆOOxg，鐙分）し、得られた沈澱を呂幌フェノールで

3回、ジエチルエーテルで3回洗浄後乾燥し、これを糎LPSとした。糎

L器を超遠心分離の反復go5，e◎◎xg，3時間，6回）とRNase処理［22］

（2◎μg／認沁25麟Tバs畷CI　bUffege〔頭7。4］，37◎C，3時間）により
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精製した後、凍結乾燥して精製L薦を得た。また、PCP抽出を行った後

の菌体は、再びアセトン乾燥し、更にフPtノーwル・水抽出を行った◎

　PCP抽出により、》．　fluevgakis　181－96　KobeからはLPSが分離ざれ

たが、他の菌株から騨＄は抽出されなかった◎また、》ibrio短◎一二m－

ggeevage弼7§からは、本抽出法によの、未知物質緬贈L器materials，　NL）

が得られたoL器および蹴の菌体からの収率を丁鋤1鯵野3に示した◎

丁上蓋馨E－3。　アセトン乾燥菌体からのLPS収率儒，　w／w）

フXノール・水抽出

菌株 PCP抽出
水層由来　　フェノール層由来

K◎be株

艶k就融株

1875⑪霞藤懸豊

　　》鍵論就

ge（IP　“””LPS　（O　e‘（＃）

臨
馨
勘

網
襲

騨一L器⑩e6）

騨一L器13。5）

L器⑩．騒）

L器⑩、5）

P－LPS　（2．4）

κP弍PS津C欝抽出により得られた騨S。　壁LPS多フ皿ノール・水抽出の

水層から得ちれたし薦e　P－LPS萎フxノール・水抽出のフェノール層から
得られたLP＄．　蹴婁未知物質《醜磯弍聡三脚蝋鍼s）。

2－2。フXノール・水法

　欝C沿抽出後のアセトン乾燥菌体30琶壷ll。21の4臨フxノールに懸

濁きせた後、薦略呂驚にて25分間激しく振鍾・抽出した。本懸濁液を4

。Cに冷却した後、水層，フェノール層，菌層に分離するため遠心分離

（郷，⑪coxg，2◎分）した。水層を分取した後、得られた水層と等容量の

蒸留水壷遠心残渣であるフ鳳ノール層と菌層に加え、更に上述と同◎抽出

操作を2回行った。　最後の抽出の際には、水層の他にフxノール層も分

取した。得られた水層とフ訟ノール層を一夜透析した後、その内液を遠心

分離（15，◎O◎xg，二分）し不溶物を除去した後、減圧下にて約1◎◎副

まで濃縮した。　各濃縮液を超遠心分離（鐙5，000xg，3時間）し、得られ
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た沈澱を糎L欝とした。粗しP＄をPCP抽出法の場合と岡様、超還心分

離の反復と照綾麗処理によむ精製した後．罐結乾燥して精製L聡壷得

た。各菌株からのLPS収率を丁諭亙舜E－3に示した。

　PCP抽出およびフェノール・水抽出により得られたL欝は、下記の各

実験に供した。

第憲章に開する実験

9。艶齪麟磁瞬d罵鵬礁鍵穴繧懸①鷺》画分の調製

　L器の多糖体画分である艶欝撚磁pa盈ysaecha　ge　g　de①薦）画分は，、　da　一

蜘偲らの方法［認3に基づき、二郷を臨酢酸《鱒㎎趣Dで欝ボCtS　2－S

時闘加水分解後遠心分離し、　その可溶牲画分を減圧下に蒸発乾固して調

製した。　また、遠心沈癒は蒸留水で譲翻洗浄した後、凍結乾燥してリピ

ドA画分おした。

丁舗1穆聾堪。　簸器の艶轟轟獣艶薬ゲルク駿マトグラフィーにより得ら

れた各フラクシSSンの収率と翫欝から分離したリピドAの収率儒，観響）

各L器から

得た鞭＄

gegeeeeS　ioge

璽蓋 轟 聾 亙夏璽 リピド轟

玉875恥置藤盤豊一脚S

　　》鍵熱醜一勲器

翼◎ぬe響のP＄

　　配P一むP＄

麗欲就aP一腔s

　　　騨一D器

‘S7e3

脱．1

4L窯

t＃rle4

3e6　3e2

5．g

魂．導

愚．7

認、7

駐。8

26．魂

6e9

7。癖

9e8

1墨．魂

s？，．“？r

ge5

聾．1

蔦．銭

露。．験

薦、馨

鍛．7

39．塁
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　得られたD器画分は、鱒謡のピリジン・酢酸e水（1雛481◎⑪◎，Y／》／

v）に溶解し、遠心分離によの不溶物を除玄した後、＄卵懸鹿麗G－seゲル

クロマトグラフィー（後述）に供した◎隙＄の艶鳥飯蟹G－5◎ゲルクロマ

トグラフィーによの得られた各フラクシ遡ン価。。）の収率とL薦から分

離したリピドAの収率を騒b1¢E－4に示した。これらの各F鷲。は、

下記の化学分析に供した。

2。化学分析法

　LPSおよびその他の試料に含まれる中性糖，アミノ糖および脂肪酸の

分析は、下記のようにガスクロマトグラフィー編㏄），ガスクロマトグラ

フィー／質量分析⑩C／鵬）および呈色反応等により行った。

泌1。申性糖の分析

　LP＄およびその他の試料3唱蹴露を1副の2匪トリフルオル酢酸で

120◎C，1時間加水分解した後、窒素気流下にて蒸発乾固した。残渣を2

組の◎。O玉聾塩酸に溶解し、ゆowex　S◎（麗りカラムを通遇きせた後、20

副の蒸留水で溶出して申牲糖画分を分取した。　本申牲糖画分壷減圧下

§0◎Cで蒸発乾固きせ、L滋醗らの方法［劉に従って、水素化ホウ紫ナト

リウム1鱒◎麗一齢撫／3膿一既0，0。6twl）で選元（酒色e　3時間）した後、

完全アセチル化（無水酢酸1戯s鱒◎◎Ce露時間）してアルジトールeア

セテート誘導体を調製し、丁曲12E－5に示したプ9グラム1を用いるGLC

および窃C／罵分析によむ定性・定量した。　内部標準物質として串シme　・一

スを用いた◎また，、弱酸処理によむ簡単にL器から遊離するフルクト　一一

スの分析は下記のように行った。試料掛5ng　＆1rw1の驕一酢酸で100

驚，2時間加水分解後、上述と岡◎方法によって分取した申性糖画分を、

親元せずに蜘曲置撒鯉らの方法陰馴に従い2－O一斗チルオ串シム化く直島

シム化試薬ゆ．Ii謡，，7ゲC，，油分）した後、　ピリジン・無水酢酸（紮3，

》／Ve　2認）で70驚9認分アセヂル化して掛アセチル縮一メヂルオ串シ
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ム誘導体を調製し、　上記と同じ条件でGLCおよびGC／賂分析により定

ec　e定量したQオキシム化試薬は、3◎◎醗翼の塩酸⑪一メチルヒドロキシル

アミンをメタノール（1醗）とピリジン（L78戯）の混液に溶解きせた後、

O。22副の1　一一ジメチルアミノ慮一プ瓜パノールを加えて作成した。

　1875◎rigiftg｝LP＄，，》麗ね就LPSおよび臨艶続LPSに含まれていた

2っの未同定中牲糖（wsX，亙Dの定量は、試料掛5醗琶を1組の2聾

トリフルオn酢酸でX20◎C，1時問加水分解した後、上記の方法でアル

ジトづレ・アセテート誘導体を調製し、降順¢恐5に示したプmeグラム4

を用いるGLC分析により行った。

kble野5、　GLCおよびGC／MS分析条件

プPtグラム カラム カラム温度 IRject　foR温度

プ滋グラム1

プログラム2

プ灘グラム3

プ濃グラム璽

プ麟グラム騒

3駕一二C蟹SS一擁

TABso難

£5鬼一勲鵬＄

概8〔｝醤蝦A－54

麗諺。誕艶一鞭

15（》　19◎OC黛　露OC／癒i簸

16◎一21◎◎C，2。C／磁捻

15◎一£1◎QC，1QC／麟醗

150一認。◎c，2◎c／翻義脚

1＆o～3ゆ⑪○導，3◎c／翻醗

2500c

2500　c

2soe　c

2soe　c

2geo　c

蕊醒C聡＄噸　（＄esgegeewe　9蟹澆婚◎腕　欝，3翻sc譲盤，ガクク農工業）、

丁態＄潔騒（3幽x2識，鼠eg曼sc麗磁転置（］1＊。）．　器慰一三囎（s鞭齢贈t題

Ckgrowwg＄ogell雛響謝。＄，3魍x2灘，　ガスク露工業）．　鵬猛二三愚4

⑩。議脳x欝wa，クロマトパツキングセン舜→eキャリアーガス窪窒素、

検出器竃水素炎イオン化型検出器、

2一欝。アミノ糖の分析

　試料＄唱麗壷1醗の爆終塩酸で鐙ooO　C，，8時闘加水分解後、減圧

下、　瞬一事リーエパボレーターで蒸発乾固した。残渣を2醜の⑪、01聾塩

酸に溶解させた後、麗艶就の方法［鐙］に従い、髄騨鋸轟⑪（ll　e）カラムを

通過きせ、瀦⑪藤の蒸留水で洗浄後、懲膿の露聾塩酸で溶出しアミノ

糖野分を得た。　本画分を減圧下蒸発乾固きせた後、　誠d鯉鴛呂らの方法
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［27］に従って、2謡の炭酸水素ナトリウム水溶液申20μ1の無水酢酸

でN一アセチル化（室温，1時間）した後、申性糖の場合と同様、水素化ホ

ウ素ナトリウムで還元、無水酢酸で完全アセヂル化してN一アセチル・ア

ルジトール・アセテート誘導体を調製し、Table　E　・一5に示したプログラム

2を用いるGLCおよび㏄ハIS分析によって定性・定量した。　また、酸

加水分解に対して不安定であるペロサミンの分析は下記のように行った。

試料3～髄竃を鼠e曲◎鍛dの方法［28］に従い◎．5翻の1◎聾塩酸でgoo　C，

15分間加水分解後、上述と同様、D鰯蟹50（麺つカラムによって分画し

たアミノ糖画分を聾アセチル化，還元，完全アセチル化して陣アセチ

ル・アルジトール・アセテート誘導体を調製し、GLCおよびGC／欝分析に

より定性・定量レた。内部標準物質としてマンノースを用いた。

2－3。脂肪酸の分析

　脂肪酸は、臨げ艶禦らの方法［露9］に従い、試料5弓◎㎎を1齪の

4断塩酸で100。C，4時間加水分解後、更に4M一水酸化ナトリウム1．67

謝（終濃度：1聾水酸化ナトリウム）を加え引続き10◎◎C，2時間加水分

解し．加水分解液を塩酸酸性とした後、　ク霞鵬ホルムにより脂肪酸三分

を抽出し、Riet＄ckedらの方法［30］によりジアゾメタン（O－40C，1分）で

メヂルエステ誘導体として丁諭璽鰹　E－5に示したプttグラム3を用いる

GLCIおよび窃C〆欝分析によって定性定量した。内部標準物質としてノナ

デカン酸メチルエステル（ガスクロ工業）を用いた◎

　申牲糖。　アミノ糖および脂肪酸の同定は、G　LCにおける各標準物質

の相封保持時間と購C／欝佃本電子膿喉O①により行った。　磁£分析に

おける各標準物質の相対保持時間を丁漁艶E－6（両性糖），Tabge跡7（ア

ミノ糖）および丁癬小野8〈脂肪酸）にそれぞれ示した。GC／灘分析は

GLC分析と同じ条件（Tnb　le酔5）で行い、田総鞭。醜imgeact幽ss恥鍵か。一

因t躍（獲噸S）はイオン化電圧：72e》で、　C艶磁e撮　IOft　iZftti◎St幽s＄

Spectrowetry（CI覗S）は反応ガスとしてイソブタンを用いてそれぞれ分
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析した。申性糖，アミノ糖および脂肪酸の定量は、艶観毫E－6，丁曲鎗E－

7および丁麟総猛一一8に示した各標準物質に対』する検量線を用いて行った。

悠聡株L薦に含まれていた薦1畷亙Pt恥緬撫欝魂薦に含まれていた未

同定アミ1ノ糖（薦）91ぺ嚢サミンおよびキノボサミンの定量は、ピーク面積

法によ：む行った◎

Tabge鷺略。　串シme・一・スに対する各申性糖標準物質のGLC分析における

相対保持時間

申性糖 相対保持蒔間 申牲糖 相対保持時間

エリス訟一ス

リtge　uaス

アラビノース

リキソース

キシ劃一ス

アPt　・一ス

曳ロース

マンノ…ス

O．34

0e　82

0e84

◎。8魂

1，　ee

X．30

1e　3’7

a．　op

ガラク1・・　muス

グルコm・ス

グ濃一ス

イドe・pス

2一デオキシーリボース

フコース

ラムノース

フルクトス

a．　os

le60

X．60

ie84

0e53

0e65

0。醜

し55潔

糟対保持蒔聞謬串シ鑓一スのアルジトル・アセテート誘導体に対する各申

性糖の擬誘導体の相朗保持時間。嚇キシ艶スの0一アセチル囎づヂル
オキシム誘導体に対するフルクge　一スの岡誘導体の相対保持時閥．　分析

条件9プ麟グラム1《丁麟艶聾励、

丁麟睡E－7。　マンノースに藩する各アミノ糖標準物質の就C分析におけ

る相朗保持時問

ア識ノ欝 欝対聯持時間 アミノ糖 欝欝保持時問

マンノmuス

グル識サミン

ガラクトサミ1ン

玉。oo

L総
慧瀞繕

マ：ンノサミン

ペ殿サ識ン

キノポサミン

臨11

1。硲

L囎
相朗保持時期9マンノースのアルジトール・アセテート誘導体に対する各ア

無ノ糖標準物質の聾アセチル・・アルジトール・・アセテ轡誘導体の根面保

持下間。　分析条件：プ瞬グラム露《7論沁三韓、

一99一



丁論置磨E－8．．ノナデカン酸に対する各脂肪酸標準物質のGLC分析におけ

る相対保持時聞

脂肪酸 相対保持時間 脂肪酸 相対保持時問

デカン酸（綴伊①

ウンデカン酸（繊1霧①

ドデカン酸《C鴛露①

トリデカン酸纏撫①

テトラデカン酸幽趣①

ペン舞デカン酸《C欝＄①

ヘキサデカン酸塩難①

ヘキサデセン酸績㊧D

ヘプ舞デカン酸《C17嚇

g．06

0．09

軌鴛

。識黛

⑪。欝

。．総

甑盤

⑪。騨

軌騒

オクタデカン酸¢18：①

オクダデセン酸纏濫1）

ノナデカン酸嶋俳①

謬一ヒド躍キシーテトラ

　デカン酸《＄℃臨C1趣①

襲ヒド臓串シ…ヘキサ

　デカン酸《3一囎一綴雛の

＄一ヒト濃串シーオクタ

　デカン酸（無畷一綴趣①

◎．9竃

e．90

g．　oo

1．2Z

L翻

震。両

懸鱈保持時論＄ノナデカン酸のメヂルエステル誘導体に対する各贈肪酸標

準物質の岡誘導体の相対保持時問。分析条件プ澄グラム3（丁論ぬE－S），

2－4、呈色反応

　全糖質は嚢噛繍＄らのフxノール・硫酸法［綴】、ヘプトスは0曲⑪撒

のシステイン・硫酸法［32］、全リンは翻鎌法の久恒らによる変法［調、

選元糖は百瀬らの方法［3剣tS全ア箋ノ糖は馳璽磯醗らの方法［誌］、蛋白

質はL㈱eryらの方法［36］、2一ケト螺一デオキシオクト酸⑬①は鍵磁s鍵

haekの過ヨウ素酸eチオバルビツール酸法［37］。ウ獲ン酸は麟枕er　an　d

晦かのカルバゾづい硫酸法［雲8］によりそれぞれ定量した。また、各呈

色反応に供した試料溶液の濃度は、　それぞれO。1ag　・一LPS／副，1。O㎎一

Lps／撮，2㎎一L薦／Wi　一・　ee％過塩素酸，　o濃㎎一L罵／瞳，　o．魂eeg－Lps／磁，

2．O㎎一L罵／副一1麗水酸化ナトリウム，5ゆ醗呂一LPS／岨および0．5㎎一

LP＄／醗である。各呈色反応の検量線は、標準物質として、フェノールe

硫酸法および還元糖定量反応ではグルコース，全アミノ糖定量反応ではグ

ルコサミン，Lo　ww　y法では牛血清アルブミン，過ヨウ素as　・チオバルビ

ツール憲法では欝0，全リンの定量反応ではリン酸一カリウム，およびカ
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ルパゾール・硫酸法ではかラクツロン酸を用いて作成した。

　また、Keeおよびウ甑ン酸の呈色反応では、ともに対象糖以外の糖の

存在によっても発色するため。反応液の吸収スペクトルを二波長分光光

度計（日立5騨i璽）により二二し。標準吻質のそれと比較した。標準物質

としてのウ鑓ン酸1ガラクツ識ン酸）および恥Olアンモニウム塩）はとも

にSggwa社製を使用した。

2・・5、その他の分新

　全脂質は試料欝麗壷1愚認の4聾塩酸でaoooC，4時間加水分

解後、エーテル可溶牲画分を秤量して定量した◎ヘプトスの同定は、申

性糖と同様に鷹Cによむ行った◎標準のレグリ三二トマンノヘプト

スとD一グリセ躍蔀一マンノヘプトスは臨二面錨らの方法［39］に従って調

製した。

3。メチル化分析

　単糖および多糖のメチル化は麗櫨。搬霞の方法［40］に従って行った。

箱守試薬｛メチルスルフィニルカルポアニオン）は、響灘鋸の水素化カリ

ウム懸濁鞭13瀦gA賊瞬凶磁e三三亙恥．）をガスクロ用パイアル瓶にと弓，、

3醸の石糖エーテルで3回洗浄し鉱漉を取む除いた後、減圧下で旧記エー

テルを除去し、氷温下に2戯のジメチルスルポキシドを加え、窒素封

入した後、室温で1時間撹溢して調製した。メチル化分析に使用する試

料および器具は、減圧下、五酸化リン上で完全に乾燥させた。反応は全

て窒素封入したガスクme用バイアル瓶申で行い、試薬の注入はガラス注

射筒を用いて行った。単糖および多糖の完全メチル化は、試料5・・XO　ewg

を◎、5弓ゆ認のジメチルスルポキシドに溶解きせ、箱守試薬⑩。　5’wa、O

麟Dを加え、室温で5時間撹記した後、＃．襲1．◎醗のヨウ化メチルを加

え更に室温で1時間撹記して行った◎

　反応終了後、　減圧下にて過量：のヨウ化メチルを完全に除去した後、反
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応液を2◎．戯の蒸留水に懸濁きせ、S聾一PAK　CΣ8カートリヅジ（幽t醗s

Assee　i　ates）［41］を通過き鋤た。同カートリッジを⑳認の蒸留水で2

回洗浄した後、露◎認のメタノールで溶出し、エバボレータ・・で濃縮乾画し

てメチル化糖を得た。

　メチル化単糖は、少量のク三殿ホルムに溶解した後、直接TabXg　E・一5

に示したプSUグラム4あるいはプログラム5を用いるGS／NS（C　I一・WS，

EI　・一ws）により分析した。　メチル化多糖は、1。O組の2聾トリフルオル

酢酸で玉2G驚，1時間加水分解後、重水素化ホウ素ナトリウム（100㎎一

恥8恥／3誠一メ曳ノール・水混液［181，v／v］，　O．6盤Dで室湿，一一一A　ec還元

し、1醸の無水酢酸で100。C，2時闘アセヂル化した後、前述と同様に

GC／臨により分析した。

4、過esウ素酸・チオバルビツール酸反応陽牲物質の分離

　LPS（50麗）を鯛塩酸（2◎観Dで1◎◎。C，45分間加水分解後、クロロ

ホルムで脂質を除去し、　その水層を減圧下、濃縮乾固した。残渣を、少

量の蒸留水に溶解し、bO　wex　50（鑓つカラム（2　．5　x　ge磯）に通過きせ、

20組の蒸留水で溶出した。溶出液を減圧下濃縮乾固後、再び少量の蒸

留水に溶解してD㈱ex玉（酢酸型）カラム（X。5　x　2◎c騒）を通過させ、20

醗の蒸留水で洗浄後、15認の丁丁酸で溶出した。溶出液を滅圧下、

濃縮乾固し、　過ヨウ素酸・チオバルビツール酸反応陽性物質（X）画分を得

た。得られたXは、下記のアルカリ性ボスファタゼ処理，高圧濾紙電

：気泳動およびGC粥S分下等に供した。

5。過ヨウ素酸・チオバルビツール酸反応陽牲物質のアルカル性ボスファ

　ターゼ処理

　Xのアルカリ性ボスファタゼ処理は、Drewyらの方法［42］に従い、

0。O脳炭酸アンモニウム緩衝液（囲9　．6，（〉．　5憩D中でアルカリ性ホスファ

ターゼ（8。Oun　its，溺竃醗，　Ty　we　III－R）を用い、37。c，16時間行った。
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．反応終了後、鱒ぴC，5分問加熱処理した後。窒素気流下にて蒸発乾固し

て試料とし、高圧濾紙電：気泳動およびメヂル化分析に供した。

6。高圧濾紙電気泳動

　Xの高圧濾紙電気泳動は。簸就一理鵬。1灘欝騨上でピリジン／酢酸／

水11窃趣総，，》〆W》，闘騒。＄）の溶媒系を用い、騒⑪W錨で§＃分間泳動

した。　濾紙上での翼の検出は、梅騨磁の方法［43］に従い、ヂオバルビ

ツール酸試薬によむ行った◎

　ウPtン酸の高圧濾紙電気泳動も上述と同様に行った。検出試薬にはア

ニリン・トリク鑓ル酢酸〔鯛を用いた。

7。過麗ウ素酸・ヂオパルビツール酸反応陽牲物質のac／MC分析

　LPSおよびLesから分離した試壷1．e鰻の2静メタノール・塩酸で

6＃◎C，9時問メタノリシスした後、窒素気流下。墨ゆ驚で乾固した。残渣

eSk　．，参愚泌のメタノールに溶かし、ジアゾ魁町ンでメチル化⑩畷驚Pt隻

分）した後、　璽。＊磁のピリジン／無水酢酸q鵡》〆v）で緯℃，鐙分間加

温してアセチル化した。反旛終了後、滅圧下に濃縮乾固し、残癒を再び

メ饗ノール申ジアゾメタンでメチル化後。丁論陣9－5に示したプmeグラム

5を用いる購C／嬬綴噸S，磁一齪／によむ分析した。また、アルカリ性ホ

スファタゼで処理した糖電気泳動により分取し、水素化ホウ素ナトリ

ウム（獅黙鐙聴講翫慮灘1噸刃，O。6羅Dで室温にて＄時問還元後、箱守

法［鯛によむ完全メチル化し、プ讃グラム亟《丁論艶聾勤を用いる蔭C／

欝分析を行った。

＆聾d鱒eyぬt沁盤および襲職eet即興沁魏

　01コレラ菌LPSから調製したDPS画分のSe幽d鋸膨5◎ゲルクロ

マトグラフィーにより得られたFrc．　I　I（LPSの多糖体画分，9－pa　xys＆一
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ccharide）の影艶欝ぬ就1◎蟄は、　Per鞭らの方法［4S］に従い、試料㈱◎

㎎）をO。嬬の水素化ホウ素ナトリウム巌含む1終水酸化ナトリウム溶

液（鐙wal）で10◎。Cyl露時間処理して行った。反応液は嘱氷冷下、慧賂塩

酸で申籍後、一夜、蒸留水で透析した◎透析内液は、沈殿物を遠心分離

により除去した後、減圧下、濃縮乾固した。その残渣を少量のビリジン／

酢酸／水（二刀竃鱒O⑪ge》ん／のに溶解し、後述の艶曲麟鰍艶騒◎ゲルク灘

マトグラフィーにより分画後．多糖体画分《聾艦亙Dを凍結乾燥して01

コレラ門門d餓¢圃就下0囎媒灘融。磯躍量船を得た織率灘Φ曝＄購◎

　01コレラ菌三曲麗ぎ始艶頑Oや◎蓋罵麗¢緬r蓋畿の聾雛就蝿就翫灘は、

L掘鍵iセらの方法〔禦］に従いNO1コレラ菌聾d餓騨捻総嫡O・一ge＃ly＄me－

cekageide　sO麗を鱒醗の罵一炭酸水素ナトリウム水溶液に溶解し、300

ss　1の無水酢酸を加え室湿にて笠時闘撹鉾して行った◎　聾麗就蝿就下

O一瞬轟鵬磯麗量撫は、上反応液を一夜蒸留水で透析した後、前述と同

様に二四翻鰍窃愚Oゲルク灘マトグラフィーによの分画・調製した《収率

89一⑭謝。

　得られたOlコレラ菌三三鍵圃融艶頑および聾鶴就躍就磁O噛◎臨一

s鵬eh躍i曲は、麗照スペクトルの灘定やメチル化分析等に供した。

　また、01コレラ菌L器の野娘礁¢渦就沁龍・とN－9CtW¢yhaeioeeは下記

のように行った◎騨S齢◎麗を上記の方法で聾6総。ぬ就i◎聰した後遠

心分離し、その遠心沈渣を蒸留水で洗浄後、二三のO．O騰トリエチル

アミン水溶液に溶解きせ。一夜透析した。透析内液を遠心分離し、不溶

物を除去した後、下思乾燥して01コレラ菌野d鱒。蝿二二L罵を得た

（収率5863駕）。更に、01xeレラ菌聾艶鵬縄就磁L薦50麗を上記と

同様にN…Ekcetylationした後、透析し、その内液を遠心分離して不溶物

を除去した後、　脚結乾燥して01コレラ菌　聾鵬就紐就鰹dL購を得た

（収率：8小8彿）。

　得られた01コレラ菌　餌一（沁鍵副趣艶dおよび鑓囎。就ぬ三二L薦は、

糖組成の分析および血清学的研究に供した。
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9e欝Sにおける恥0分子の隣接糖との結合様式の検討と、リピドAバッ

　クボーンの構造確認

　本実験の手順を臼琶，E－1に示した。　まず、　L購の脱リン酸化［69〕　＆

行うため150囎の猛＄を2戯の齢艶フッ化水素酸水溶液に溶解し4

◎Cで算計問撹熱した後、透析したeその内液を遠心分離して不溶物を

除ました後、凍結乾燥して鋭リン酸一一LP＄を得た轍率77．鰹）。脱リン戦禍

凱陣齢麗を水素化ホウ素ナトリウム（鱒⑪㎎一一磯4／3嘘噸20，航ゆew　1）

で室温にて一夜還元し、脱リン酸胤総選元偉蝦率群。蹴）とした後，、ざ

らに、無水ヒドラジン〈5盤t）で鱒⑪驚，，鱒聴問処理した。ヒドラジ：ン処

理によむ遊離した贈肪酸をク陰濃ホルムで抽出した後、水溶牲取分を透

析し、その内液を減圧下濃縮乾固した。残渣を20醗の魏炭酸水素ナ

トリウム水溶疲に溶解し、鐙ゆ掘の無水酢酸を加え室湿にて璽時間撹

搾して聾アセチル化した。反応液壷一夜透析し、壁の内液嚢遠心分離し

て不溶麹を除去後、礫結乾燥して脱リン酸pm脱脂肪酸欄一アセチルL薦還

元体を得た｛収pag　2．嬬）。騰りン酸一瞬脂肪酸一町アセヂルL器還元体k＃

㎎を前述の箱守法［魂切によ脅完全メチル化し、水素化ホウ素ナトリウム

1鱒の麗耀酪翫／3遍照メタノール・・水混液［紮1Pt　Wノ》］el慧麟で室湿にて

一夜カルボ＄シル還元を行ったee　tS霊戯のゆ。蕊聾トリフルオル酢酸で

鐙◎。Cge　15分問加水分解してL罵のリピド魂バックボーン部分と多糖体

部分を切断した。加水分解蔽壷窒素気流下蒸発乾固した後、2っに分け、

一方はリピドAバックボーンの構造を検討するため1磁の無水酢酸で

鱒ぴC，2時問アセチル化した後、捻醗磁磁に示したプ謹グラム爆を用

いる曙C／欝分析に供した。また細隙は、K勧⑪分子の隣接糖との結合様式

を検討するため下記のように処理した。　まず、本試料を重水素化ホウ素

ナトリウム（鐙O凱営臨翻4／3醗一メタ←ノール・・水熟睡［紮1，v／w］　，　O潟wa｝）

で室温にて一一夜還元し、還元末端糖を重水素標識した後、1認の露聾

トリフルオロ酢酸で12◎OC，1時問加水分解した。加水分解液を窒素気

流下蒸発乾固し、水素化ホウ素ナトリウム（沁◎翻緯鳶職姦／3謡一メタノー

ル・水混液［i　：1，v／v］，0、6懸Dで室温にて3時間還元、無水酢酸（1　Wi）
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で1◎◎◎cPt　2時問アセチル化した後、

を用いる“C趨S分析を行った。

Tnh｝e　E－5に示したプnグラム4

　　　　　P
　　　　　きPS－coγ・e－K◎0一〔玉野。鑓一（轟lc鑓一F）　　（LPS）

　　　1　一一v一一”
　　　P　　　FA

　　　◎eph◎spぬ◎rylatien　［40％　｝｛F，　40C，　48　｝lrコ

　　　1盤ll＆贈1犠NNH，，1◎。・い咽
　　　鰻一acetyl改七う◎n　［（Ac◎）20　竃r睾　1％　鑓a｝｛CO3］

PS－c◎re－KDO－Glc鑓Ac－GlcNAcol

　　　Permethyiation［田e漁od◎f　8akomGr董］
　　　Caゆ◎xyトr曲ct蒙。汽［握a8賜

（PS－c◎ゼξ｝一K◎Ose－6肇cNAc一・GlcNAcol）醗e

Weakδc蓬紬ydro選ysis［◎．05瞬FA，100。C，15繭］

（PS－core－K90se）Me　一i一　〈GlcNAc－GlcNAcol）pte

釈ed戯うon［撹aBD4コ

Strong　acici　hydrelysis一
［2　M”tFA，　1200Ce　1　hr］

（KDOol）Me　一e一　（mono－sacchar．）Me

　　　Re（韮uc℃う。舞　［魏aBH4コ

　　　Acetylation　［〈AeO）20，　1000C，　2　hr］

（KDOel）MeAc　一e・　（moflo・一sacchar．ol）MeAc

1

　　Acetylation
　　［（AcO）20，　100eC

　　2司

（GlcNAc一・GlcNAcol）MeAc

（PS－core－KDese）MeAc

　i
GCIMS　analysis

GC／納S　analys竃s

Fig。　E一一1、ゆ0分子の結合様式の検討とリピドAバックボーンの

構造確認。PS；0一多糖．　P；リン酸。91A；脂肪酸。　GlcNAc；聾

アセチルグルコサミン。鵬kNAco　1；聾アセチルグルttサミニトル。

紛Ose茎2一ケトー3一デオキシーオクトス、　KBOo193一一デオ＄シー

オクチトール、睡鰯メチル。　Ac　；アセチル。蹴◎no－saechar．；単

糖．paOft◎一saceh鍵．ol；単糖還元体。
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鐙。ゲルク鑓マトグラフ4一

　DPS半分のゲルクme・Vトグラフィーは，、説門門蟹蟻愚ゆカラム（窯瀞X

鱒“磁，臨鯉醗醗撫職醗C臨麟餓豊＄）を用い、　ピリジン／酢酸／水q撫趣

鐙OO，　v／w／w）で、三二塩rの流速で溶出し、オートマティックフラクシwa

ンコレクターによ警3醗の画分に分画した。

　聾鹿麗戯蕊磁および聾駕就蝿醜磁　増齢贈餓鳶礁鍵量融のゲルク灘マ

トグラフィーは。艶麟麟難難髄カラム《！灘x70纒，　臨鍵灘鍵絵聾麗

臨鋼総掘＄）艶用い、　前述と岡様の溶出液で、鱒磁燕酔の流逮で溶出し、

1醗の二分に分画した。

　溶出パターンは、等差屈折率計幅津灘卜二型）で灘定するとともに、

各個分の四阿質量および全リン量を分析するこ葱によ導追物した。

鴛。ドデシル硫酸ナトリウムーポリアクリルア箋ドゲル電気泳勤

　L器のドデシル硫酸ナトリウムーポリアクリルアミドゲル電気泳動弓隠一

三偲翼ま！aemagiらの方法［ewに従って行った。　ゆ諜櫛3麗／謡のLPS

溶液鱒OSSt　9に鍵働欝，　露醜シ3k　meク駿一ス，嬬2一メルカプトエタノー

ルおよび9．　oo嬬プ縫モフxノールプルー壷含むO．　9四丁瞬＄趨磯蕗ば艶r

《頑6．　9）鱒oo婦を加え，、鱒oooc，馨分問加熱処理した後、この沁ge　E

を＄薦ギ離置に供した。泳動用ゲルとしては、1嬬アクリルアミド分離

ゲルと蕊アクリルア識ド重層ゲルから成るスラブゲル《欝愚。聡x捻礪

x1幽）を用いた。！鯛アクリルア識ド分離ゲルは、＄幌アクリルア箋ド

駄3翻，　L呂聡聾丁子s麓磁緩衝液《認a⑳4．o醗，購働ws玉。ゆ撚お

よび蒸留水5．蕪蝿の混蔽に1幌過硫酸アンモニウム9、2蹴と臨鹸，

欝ぶ㌧te廿㌍醗燃ぬ略駕恥紐鰍㊧一d訟媛鶴e《丁脳恥）2◎ec　9を加えて作製し

た◎嬬アクリルアミド重層ゲルは。＄眺アクリルアミドL欝醗，O愚器

M－Tris／ffciゐぱ艶四三6。8）2。◎磁，器s薦◎。5謡および蒸留水6．9

黙1の混液に鐙駈過硫酸アンモニウムO、1醗と丁關勘　1◎μ丑を加え

て作製した◎泳動用bUfferには、◎。96聾グリシンと◎e5藩SDSを含
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むO。125聾Tris　Mf鯉（囲8．3）を用い、3◎顧／ゲルの定電流にて約3

時間泳動した。泳動終了後、重層ゲルを除去し、分離ゲルをエタノール／

酢酸／水（age：IO：5Φ，》ん／v）園定液（⑳◎磁）に移し、ロータリーシx一カー

（丁齪窟C）を用いて30分間振懲した。固定液をアスピレーターにより吸引・

除去した後、蟹駈過ffウ素酸／エタソール〆酢酸／水（5：40：5950Pt　v／v／》）混

液400戯を注ぎ野分間振懲した後、蒸留水で各25分，6画洗浄した。

ゲル上のL器成分の染色は、Tn　＄iと野麗曲の方法［7明に従い銀染色

によ鞍行った。染色には銀染色用試薬キット《第一化学薬品）を使用した。「

X2．薄層ク濃マトグラフィー

　ぺ霞サミンの薄層ク麟マトグラフィー侃⇔は、ブタノール／ピリジン／水

／酢酸1㌫趣3鴫》／》ん／v）の溶媒系を用い、A輔。劔プレート（フナコシ薬

品）上で行った。標準物質にはグルコサミン（S蓋關暴社製）を用い、発色剤

には◎．跳ニンヒドリンの％解工商ノm・ル溶液［鶴］を使用した。試料は

下記のように調製した。LPS　5灘菖をO。5戯の10野塩酸で90。　C，欝

分梅加水分解後、減圧した濃縮乾固し、残渣を2謡のゆ、01瞭塩酸に

溶解後並々驚50｛謄）カラムに等した。カラムを20翻の蒸留水で洗浄

後、15認の2顛一塩酸で溶出し、溶出蔽を減圧下濃縮乾固して試料とし

た◎

13．核磁気共鳴スペクトルの測定

　01コレラ菌　Oや01y餓。論難量deおよび融k就受株O響◎恥蹴e捻一

バ曲の核磁気幽幽スペクトル（NMR）の灘定は下記のように行った。

13－1．C癬b◎聡一13麟猷（13C一醐R）

　重水（Wist．99．鵬，　eSer　ck）で凍結乾燥した試料を、再び重水に溶解し、

クロマト用グラスウールで濾過し浮遊物を除去後、5羅璽φの測定管に封入
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した（液高4纒）。スペクトルの測定は，，、日本電子GX－2ro（フーリエ変換

麟螺装置）を用い、共鳴周波数67．8舜噸謎，測定温度認．O◎C，凶：7　eOで、

騨◎¢＊ee鹿¢⑪鞭雪輪響《灘定モード塞灘夢話，＄9ng　te灘亙鍵k9豆eve　i¢⑪騨一

Re¢e罐鐙¢⑪囎豊蓋麟および画塾磯¢⑪瞬謡餐｛磁瓶モード：＄GNgE，慧艶慰沁

gees　i　sekl　etege＊δ醗◎鞭玉無二選癒maE）の手法によ警行った。内部標準には

1，をジオキサン〈和光純薬工業）を罵い、これを解．爆ゆ聾醗とした。

13－2、Pr⑪撫醜翼鰍（1麗一羅鍵）

　灘定用試料は前述と同様に調製した。　スペクトルの画定は、岡装置壷

用い、共鳴周波数禦ゆ．藤麗翫聾縁定撮度器．ぴC，凶7、ゆで欝陰のシ

グナル鶴野．騰整灘に固定して行った1暗索モード唱噛癖，馬鞭齢愚灘璽醗

瀞醗d鰹。磯講璽醜慰）。

第2章に関する実験

1e抗血滴の調製

　本研究に使戯した菌株に対する抗O一血濤は、島田らの方法［姻に従

い、　家：兎を免疫して調製した。ハートインフ甑一ジ還ンあるいは食塩添加

ハートインフ：k　twジ還ン培地で熱時問、至適温度で培養した各無体を滅

菌生理：食塩水に懸濁し、鱒びC，2時間加熱した後、滅菌生理食：塩水で3

回洗浄した。洗浄菌体は、620鞭における濁度が1、＃（2xIO8鯉／麟

になるように滅菌生理食塩水に懸濁きせNそのO。5嘘Pt　LO越，臨⑪謡l1

4、◎謝をそれぞれ4日間隔で計墨鳳家兎に静脈注射した◎最終投与か

ら玉週間後に心臓穿刺により全採撫し抗血清を得た。抗血濤の調製の際

に使用する器具は、全て、乾熱滅菌（18◎◎C，2時間）あるいは細編トクbe　一

ブ（121。C，2：気圧，20分）することにより滅菌した。

　01コレラ菌の0一抗原に対する各因子血清（A。B，　C）と》ibバ◎賊の一
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serogroup　1875，　V．　f　luv璽a1　xs　181－86　KoheおよびV．曲◎亙egeae　h　i◎一

＄鯉◎齪。囎懸k農撫の0一抗原に対する各因子血濤①耀p鷺pF）は、島田

俊雄・坂崎利一両博士（国立予防衛生研究翫）から分与された。菌体凝集反

応におけるAs聾Pt　C，　D覗Pt琶およびド因子血濤の力価は、それぞれ認継

64◎倍，鎗墜麟◎樒，20一・80倍，320・・640倍，8駆1§◎倍および1，認◎

倍であった〔6，7，9］　。

2。受身溶血および受身溶血船止反応

　受身溶血幅鎚璽艶艶欝豊灘給，醗）および受身溶血阻止IP　as　＄9　we　keewes・臼

玉ysis多謝漏輔磯，鞠D反応は久恒らの方法［48］に従って行った。両反

応に使用した感作血球は、　ヒツジ赤窟球（SRBC）灘醸磁艶賦⑩譲翻D

に2ge縄／撮のアルカリ処理to。2tw水酸化ナトリウム，56◎C，1時間）

LPS［49］⑩．6難Dを加え、37◎C，紛分間イ：ンキュベートして作成した。

洗浄液および稀釈液としては、両反応系ともに、0．15麟塩化カルシウ

ム，◎、5麟塩化マグネシウムおよび◎．8錦食塩を含む◎、25幽バル

ビツール緩衝液（出7。4）を用いた。

紐1。PH反応

　抗血lif　a　00倍稀釈液）の2倍稀釈列◎。2翻にO。露磁のO．鵬アル

カリ処理L聡感作SRBC浮遊液とモルモット補体UO倍稀釈，極：東製薬

工業）20μ1を加え、370C，3◎三間イン＄＄　＆ベートした。反応後、1嘘

の稀釈液を加え、　遠心分離し、上滴の413鋼における吸光度を測定し

て％溶血を求めた。溶血対照には稀釈液の代りに蒸留水を、また、非溶

血対照には抗血清の代りに稀釈液を用いたQ縦軸に溶血驚、横軸に抗血

濤の稀釈倍率をとり。　溶血曲線を作成し、LPS感作SRBCに対する抗血

清の50駕溶血価を求めた。
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2－2。pm反応

　抗血清甑1繍に種々の濃度の蝕蝕賊亀㏄（欝＄）溶液⑪、！翻を加え、

37◎c，30分閥・インキュベートした後、感作s難。浮遊液⑩．露麟とモル

モット補体⑳婦）を加え、更に。雲7驚，30分間インil・　ueべ轡した．。

反応後、前述と同様に、4×3鑓における吸光度を灘定した。抗血濤は

100％溶血を示す最大稀釈率のものを使用した。駕溶血臨止は次式により

求め、各濃度の1二二鞭溶蔽の慰溶癒懸止の値をグラフ用紙にプ繊ッ

トして騒幌溶血幽門濃度を求めた◎門門としては、抗血清を含まない補

体対照と量曲瀬海贈を含まない溶血対照を用いた。

趣＄覗欝〔調一懲s塁13団
露溶血懸止罵（9一 ）x鱒ゆ

趣s羅＄圃一紐＄殿＄墨

蹟＄盤＄［鋭：試料の璽＄総における吸光露

盤謬423團9溶血封照の493購における吸光度
醗慧堪惣に］＄補体対照のajx3購における吸光度

　糞因子に闘する溶壷系は、αコレラ菌Oge繊影野および亙eeakee　LPS

感作S脇Cと轟因子癒濤豊聾因子の溶血系は、㎏融聡LP＄および鴛75

⑪バ齢陥1L難感作課就とB因子閉門を用いて作製した。　また、ゆ璽

と置因子の溶撫系は、それぞれ罵鴨掛瀬懸蓋L罵91欝聡胎バ翻tL附

およびKobe　W－LPS感作SRBCと陰覗因子愈濤，同感作鰍騒CとE因

子血清を用いて作製した。ge，　F因子に関する二二系は、それぞれ飴㎏一

ta　P一し欝感作＄賠Cと験磁因子甑濤，同感作＄RBCとF因子愈溝を用

いて作製した。C因子血清は、　C因子を持つ菌株から分離・精製したtPS

で感作した＄RBCを溶血しなかったことから、　C因子に関する溶血系は

作製できなかった◎

mu
撃撃奄蝿



3．その他の実験法

　01コレラ菌LPSの化学修飾は、第1章に関する実験・7に準◎て

行った。また、化学修飾01コレラ菌L器の糖組成の分析は、第9章

に関する実験蛾に準じて行った。
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