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総論の部



序 論

　ビブリオ科細菌は、　Bergey’s晦照a！of　Syste総tic　Bacteriology

（第9版）1》において、F翻ilyll．VibriORacefte　として記載され、本

科にはGenus　l．Vibrio（2◎菌種）、　Genus　II．Phot◎紘cteri脇（3

菌種）、Genus　HI．　Aeromonas（4菌種）および　暴e離s　IV．　P！esiewao

nas（i菌種）の4属の細菌が含まれる。これら4つの属のうち、　Phot

obacteriasew属細菌は発光魚の共生細菌であるが、他の3属の中にはヒ

トに対して病原性を示すものが多く含まれる。

　古くは、ビブリオ科細菌の中では急性伝染病の原因菌であるVibrio

cholerae　O1や、本邦における細菌性食中毒の主要な原因菌であるV．

parfthftemolyticess、創傷感染の原因菌としてのV灘etsch撮kovii　など

がヒトに対して病原性を示すものとして、また、V．躁g磁11ar灘は魚病

の原因菌として知られていた。その後、細菌分類学の発展や感染症原因

菌に関する研究の進展によって、上記の菌種以外のビブリオ科細菌の病

原性が明らかにされるとともに、それまで認識されていなかったビブリ

オ科細菌の存在が見出された。昭和57年、厚生省環境衛生局食品衛生

課は、それまでに食中毒原因菌として食品衛生上問題とされてきた原因

菌に加えて、新たに9種の細菌を食中毒原因菌として追加したが、その

うち6種はビブリ：才科細菌、すなわちV．cholerfte　Ron一　01（NAG　Vibr

io　）．　V．rwixaicus　．　V．fl“vialis　．　Aeeroeeentss　hydrogehila．　A．sobrift，

Plesioeeonas　shigell◎ides　であった。さらにその後、ヒトに対して病

原性を示す　v．holiisae　、　v．fasrnissii、v。vul磁ficus、　v．Ciaewsela

が、また魚病原因菌としてv．ordftiiiがいわゆる新病原ビブリオ’として

認定された。これらの病原性ビブリオ科細菌は殆どが海水または汽水域

に棲息するため、海産魚介類は容易にこれらの菌によって汚染される。

このため本邦のように海産魚介類を多く摂取し、しかも生食する食習慣

をもつ地域ではこれらの病原性ビブリオ科細菌は食中毒の主要な原因菌

として、また輸入生鮮魚介類の汚染や海外旅行者を介した輸入感染症の

原因菌として、医学的、食品衛生学的、公衆衛生学的に重要な細菌であ
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る。さらに、V．anguillarumやV．ordaliiはアユやサケ科魚類、ウナギ

などの魚病原因菌として、養殖産業上、重要視されている菌種である。

　内毒素endotoxinという言葉termは、今から106年前の1892年、

Pfeiffer　現象や染色液の名で知られるRichard　Pfeiffer2）によって

初めて用いられた。急性伝染病コレラの原因菌である01Vibrio　chole

rae　（01コレラ菌）から分離した“薄紅結合性の耐熱性毒性物質”

（その化学的本体は本研究の主題である0抗原リボ多糖に相当する）に

対して、菌体から細胞外へ放出される“易熱性の外毒素”　（破傷風毒素

やジフテリア毒素など）と区別する目的で、エンドトキシンendotoxin

（内毒素）と命名したのが始まりである。当初、その化学的本体は不明

であったが、その後、グラム陰性菌の菌体（正しくは細胞壁外膜）から

Westpha13》の熱フェノール／水法によってリボ多糖（LPS）として分離、

精製され、現在ではグラム陰性菌のリボ多糖（LPS）は内毒素の同義語と

して学術的に用いられている。一方、グラム陰性菌の血清学的特異性は、

その菌の耐熱性表面抗原（so総tic　antigen）、すなわち0抗原によって

決定される。この0抗原は、グラム陰性菌細胞表面の最外層に位置する

細胞壁外膜のouter　leaflet　に局在するリボ多糖（LPS）であり、物質

的にはその菌の内毒素と同一の十体成分であることが現在では確立され

ている。従って、LPSは、0抗原としてグラム陰性菌の血清学的特異性

を決定するという重要な役割を担うと同時に、一方では内毒素としての

極めて多彩な生物活性を発現する‘｝。LPSのもつ代表的な生物活性とし

ては発熱原性、致死毒性、シュワルツマン反応惹起能、エンドトキシン

・ショックの誘発など生体にとって不利に作用するものもあれば、一方

では抗腫瘍活性、インターフェロン産生誘導、アジュバント活性、非特

異的感染防御など生体に有利に作用するものも多く、その発見以来、い

つの時代においても常に多くの研究者を魅了し続けてきた。LPSは化学

的には、あるいは分子構築の観点から図1に示す如く、大きく、多糖部

とリピドAと呼ばれる脂質部の2っの部分から構成されている。リピド

Aは一般的にはβ（1→6）結合のグルコサミン2量体と、それにアミドお

よびエステル結合した5～7個の高級脂肪酸と、グリコシドおよびエス
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0一抗原特異多糖側鎖
外部コァ内部コァ

コア多糖

血1　グラム陰性細菌の0抗原リボ多糖（LPS）の構造模式図

テル結合のリン酸で構成される。リピドAはLPSが示すほぼすべての生

物活性の活性中心であり、リピドAを構成する脂肪酸の種類と数、リン

酸残基の数などは生物活性の発現に大きく影響する。前者の多糖部は、

さらにその還元末端がリピドAに接するコア多糖と非還元部分を占める

0抗原特異多糖（0多糖）の2つの部分から構成されている。またコア

多糖はリピドAに隣接する内部コアと0多糖に隣接する外部コアの2っ

の部分に分かれる。リピドAに結合し、10個程度の糖で構成されるコア

多糖部は、2一ケトー3一デ：才キシオクトン酸（KDO）やヘプトースなどLPS

特有の構成糖を含み、同一菌種では全く同じ構造か、もしくは極めて類

似した構造をもち、また異なる菌種間でも構造類似性が認められる。一

方、コア多糖に結合し、LPS多糖部の非還元末端部を構成する0多糖側

鎖部では、同一菌種においてもその構造は極めて多種多様であり、この

0多糖側鎖部の構成糖の種類とそれらの結合様式の相違がグラム陰性菌

の0抗原特異性の違いに反映される。S型グラム陰性菌0多糖側鎖は通

常、リピーティング・ユニットと称される3～6個の単糖で構成された

オリゴ糖が反復重合した高分子多糖鎖である。また0多糖側鎖が単一の

単糖が重合したホモポリマーで構成されるLPS　もいくつかのS型の菌

種で見出されている。一方、この0多糖を遺伝的に欠損するLPSを産生

する菌はR変異株（R型菌）と呼ばれ、そのLPS　はR型LPS　と称さ

れる。R型LPSはリピドAとコア多糖（その一部をも欠損するものもあ

3



る）のみで構成され、親株のもっていた0抗原特異性は失われており、

R型として同一菌種では共通の抗原性を示し、多くの場合、その病原性

も失われる。しかし、化学構造においてはR型LPSに相当する低分子の

糖鎖で構成されているにも拘らず、血清学的には明らかに0抗原特異性

をもったLPSを産生する菌種が自然界にいくつか見出されている。すな

わち、nOft－enteric　mucosal　pathogeft（非腸管感染型病原菌）と称され

るBordetella　pertussis、麗eisseria　genorcrhoeae。N．eweRiftgiti（Sis

等5）の一群の菌である。これらの菌種はヒトに病原性を示すとともに、

形態学的、血清学的にも明らかにS型菌としての性状を示す。このよう

なLpsを、上記のs型およびR型Lpsと区別するために特にLosほipo

oligOS＆C磯ar羅e）と呼ぶ研究者たちがいる6・7）。

　ビブリオ’科細菌全般の菌種のLPS　に関する広範な化学的研究は初め

て磁s就s鞭eの研究グループ8）によって行なわれ、ビブリオ科に属する

全属の代表的菌種のLPSの糖組成が比較検討された。その結果、ビブリ

オ科細菌ではPlesi㈱o盤s　属と　V．gearahaepa3gXyticves　O6を除き、

多くのグラム陰性菌LPS　に共通する構成成分であるKDO　が、その検

出の常法として用いられるWeissbach　の過ヨウ素酸／チオバルビツー

ル酸反応9）によっては検出されない特徴が見出された。一方、Brade

ら10）は、　V．・ch◎lerfte　O　l　LPSの強酸加水分解産物中にKDO－5一リン

酸が存在することを報告した。その後、K。賊。ら’1・　12）はv．cholerae

Oiと登on－01V．cholerae　O5LPSについてKDO　領域の構造解析

を行ない、これらのLPSではKDO　はその4位がリン酸で置換され、5

位がコアとの結合位置であることを示した。さらにPiesioeWCftftS　属以

外のビブリオ科細菌専属の菌種についても同様の構造解析が行なわれ、

用いたすべての菌種のLPSはいずれも上記と同じ構造のKDO　領域をも

っており、通常のグラム陰性菌LPSのそれとは明らかに異なることを明

らかにした1　3’14）。

　ビブリオ属細菌LPS　の0多糖側鎖の化学構造に関しては、急性伝染

病コレラの原因菌であるV．cholerae　OILPSについて以前から研究が

進められ、Kenneらi5）とRedmORd　ら16）によってその基本構造につ

4



き報告がなされた。しかし、長年に亘ってLcholerae　O　1の0抗原を

構成する3っの抗原因子、すなわち共通抗原因子A、オガワ抗原因子B

およびイナバ抗原因子CのLPS　O多糖側鎖上の化学的実体が不明であ

った。極’ ｭ最近になってHisatsuneの研究グループ（Hisatsuneら’7）、

Isshikiら18・19・20））によりこれら3つの抗原因子の化学的実体が解

明されるとともに、X．cholerae　O1のオガワとイナバ型LPSの0多糖

側鎖の全構造が初めて明らかにされた。V．choleraeではそのほかO　32i）、

O14022）、07623）、014424｝および新型コレラ菌として注目されたO

13925）などの血清型のLPSで0多糖側鎖の構造が解明されているが、な

お多くの血清型株では不明である。　V．parahae㎜olyticusではすでに13

種のすべての0抗原型のLPSについてその糖組成を中心とした化学的性

状が報告されており26）、血清型012についてはLPS多糖鎖の全構造が解

明され27）、012　は前述のLOSタイプのLPSを産生することが化学的

に実証されている。ビブリオ属細菌ではこのように、V．choleraeと　V．

parahaeraolyticus　を中心としてLPSの化学的研究が進展したが、その

他の菌種、特にいわゆる新型病原ビブリオとして認定された菌種につい

ては、LPSの化学的研究は皆無であった。また、魚病原因菌として重要

視されているv．anguillarum　に関しては、疫学的には多くの研究がな

されていくつかの血清型の存在が認められているものの、それらの0抗

原LPS　に関する化学的、血清学的、生物学的研究は殆どなされていな

い。

　前述の如く、グラム陰性菌の0抗原特異性（血清型）はそのLPSの0

多糖鎖の構造によって決定される。この事実は、LPS多糖部の糖組成と

血清型との間には密接な相関関係が存在することを意味し、同時に、血

清型が異なる2つの菌株の間でのLPS多糖部の糖組成の異同は、両菌の

生化学的、遺伝学的性状の異同をも反映する。従って、　LPS多糖部の糖

組成に基づく化学分類は、現在、細菌の分類学の分野で多用される血清

学的、生化学的、遺伝学的手法に加えうる有効な分類手法の一つとなり

得る。しかしながら、LPSの抽出・精製には多大の労力と時間を要し、

特にフィールドで分離された多数の菌株のLPSの多糖部を分離してその

5



糖組成に基づく化学分類を実行することは不可能であるため、Kondo

and　Hisatsune28｝は、菌体から常法によってLPS　を分離、精製するこ

となく、客体から直接LPS多糖部を調製する迅速簡便分離法を開発し、

この方法を用いて現在約170種の血清型が知られているnon－01V．

cholerae　のうち02～041、044、068の42種の血清型株について

LPS多糖部の糖組成に基づく化学分類を行なった。その結果、上記の

42種の血清型株は24種の化学型に分類され、異なる血清型でも同一の

化学型に属するものが多く存在することや、これら42種類の血清型株

の中にはV．cholerae　O　1と同じ化学型に属するものは存在しないこと、

さらにある化学型ではLPS　多糖部が低分子の糖鎖で構成される可能性

があることなど、多くの知見が得られた。このように、多数の血清型の

菌株や、同一の血清型に分類される多数の分離株などについて、LPS多

糖部の糖組成に基づく化学分類を行なうことによって多くの新しい知見

を得ることができ、化学分類の有効性が実証された。本迅速簡便分離法

（原法）はさらに他のビブリオ属の菌種にも応用が試みられたが、しか

し、菌種によってはこの方法ではLPS　多糖部が分離できないものが見

出され、原法に改良を加えた新迅速簡便分離法の開発が望まれた。

　以上述べたビブリオ科細菌LPSの研究の現状を踏まえ、本研究では以

下の目的に沿って実験を行なった。

　（1）浜名湖の病変稚アユから分離したv．anguillarum　について、

その0抗原LPSの化学的、血清学的、生物学的性状を明らかにする。特

に、従来不明であった魚病ビブリオLPSの糖組成と血清型との関連を追

究する。

　（2）LPS多糖部の菌体からの迅速簡便分離法（原法）をさらに改良

してビブリオ科細菌のみならず、広くグラム陰性菌全般にも応用可能な

新迅速簡便分離法の開発を目指す。また新分離法を用いて、多くの血清

型が存在するV．vulnificus、V．fluvialisおよびnon－01V．choler

ae　の化学分類の完成をめざす。

　　（3）ビブリオ科細菌全般にわたって、SDS－PAGE　およびSephadex

G－50ゲルクロマトグラフィーを用いるdegradati◎n　study　によってそ

6



の0抗原LPSの分子構築を検討し、その特徴を明らかにする。

（注）本論文で用いた略号を以下に列記する。

1．一般的略号

ATCC　：

DPS　：

GC／MS　：

GLC　：

HVPE　：

LOS　：

LPS　：

NC躍B：

Nlff　：

0多糖鎖：

PHI　：

SDS－PAGE　：

SRBC

TBA

TCA

T蘭R

American　type　culture　collection

degraded　pelysaccharide

ガスクロマトグラフィー／マススペクトロメトリー

ガスクロマトグラフィー

高圧濾：紙電気泳動

リポオリゴ糖（lipooligosaccharide）

リボ多糖（lipopolysaccharide）

Natienal　coilectiens　of　marifle　bacteria

国立予防衛生研究所（現国立感染症研究所）

0週置特異多糖鎖

受身溶血阻止（passive　hemoiysis　inhibition）

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

ヒツジ赤血球（seep　red　blood　cell）

過ヨウ素酸／チオバルビツール酸

トリクロル酢酸

東京都立衛生研究所

2．糖質の略号

Abe　：

Ara　：

Col　：

D－D　Hep　：

abequose

arabinose

colitose

D－glycero－D－maRno－heptese

　　　　　　7
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3－amino－3，6－dideoxy－galactose

4－amino－4，6－dideexy－galactose

3－amino－3，6－dideoxy－glucose

4－amine－4，6－dideoxy－glucose

’fructose

f秘cose

fucosamine　（　2－amino－2，6－dideoxygalftctose　）

galactose

galactosa鱈韮ine

gaiucturonic　acid

glucose

glucosamine

heptose

2－keto－3－deoxyoctonic　acid

L－g…．1．ycero－D－maRno－heptose
輔　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一

㎜a鷺n◎se

田annosa擶1ne

perosamiRe　（　4－amino－4，6－dideoxymannose　）

N－2－hydroxypropionyi－perosamine

quinovosaptine　（　2－amino－2，6－dideoxyglucose　）

rha羅饗｝ose

ribose

xyiose

3．脂質の略号

Ci2：0

C14：　fi

C15：0

C16：0

O
●

●
●

●
O

■
●

ドデカン酸（ラウリン酸）

テトラデカン酸（ミリスチン酸）

ペンタデカン酸

ヘキサデカン酸（パルミチン酸）

　　　　　　　　　　　　　8



C16：1　：

C17：0　：

C18：0　：

C18：1　：

3－OH　C12：0

3－OH　C14：0

ヘキサデセン酸（パルミトオレイン酸）

ヘプタデカン酸

オクタデカン酸（ステアリン酸）

オクタデセン酸（オレイン酸）

：　3一ヒドロキシドデカン酸

　（3一ヒドロキシラウリン酸）

：　3一ヒドロキシテトラデカン酸

　（3一ヒドロキシミリスチン酸）
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第一章　浜名湖の病変稚アユより分離されたVibrio　angifillarura

　　　　の内毒素リボ多糖（LPS）

　淡水魚および海水魚におけるビブリオ属細菌感染症を「ビブリオ病」

といい、その主たる原因菌としてVibrio　aftguillareswaが同定されてい

る。ビブリオ病は、魚類細菌性疾病の中でも最も古くから見出されたも

のの1つで、魚幹の皮膚や鰭が発赤し、内臓にも出血が起こり整死に至

るという症状からヨーロッパではウナギのRed　pestあるいはRe6　dis

ease　として知られている。このRed　pestの原因菌をビブリオ属に分

類し、ウナギの学名舳g漉11a　ftftguiila　よりv．ftftgui！lallreewaと命名

し、報告したのは艶r綱細図であった。その後、本菌は、ウナギのみ

ならずサケ科魚類の病原菌として世界的に重要視され、ヨーロッパおよ

び北米においてサケ、ニジマス、カラフトマスなどで本菌による症例が

古くから報告されている30・31・32・33）。一方、我が国においては淡水域

の魚のビブリ：才病が養殖上の問題となり、その原因菌がビブリオ属の細

菌であることがHe＄kiRft3a」｝および斉藤ら3　5）によって報告された。つ

いで、Hos賊盤36）により、その病原菌はv．画sci灘var。」即◎瓢。聴sと

命名された。その後、養殖産業上問題となったアユのビブリオ病につい

ては、数多くの報告がなされた。アユにおけるビブリオ病は、特に採捕

落忌養中の海産稚アユによく発生し、　晦r⑪毬a＆翻Egeesa37｝は浜名湖産

稚アユ病魚から分離した細菌について検討し、本町はv。躁g樋！1鍵田で

あると同定した。　V．躁g磁！1口囲　の分類学的・血清学的研究は、古く

から進められ、　NybeliR38｝はインドール産生性と、ショ糖とマンニト

ール分解性の点から本邸をA、：Bの2っの型に分類し、後にS翻脇39》

はC型を追加した。また、我が国では楠田ら40）が眼病より分離した菌

を生物学的ならびに生化学的性状により淡水由来型、海水由来型および

中間型の3つの型に分類した。さらに彼等は、ゲル内沈降反応によって

それぞれの菌の血清学的特異性を明らかにし、3つの軒別の妥当性を証

明した4　1｝。一方、三淵ら42・　43）は疫学的な観点から浜名湖産稚アユの

ビブリ：才病に関して詳細に検討し、v．餓guillar灘　の血清型をA、　B、

10



Cの3種類に分類し、これらの血清型と病魚の採捕時期や薬剤感受性と

の関連性を報告した。

　しかしながら、　V．anguillarum　のこれらの血清型を決定する因子で

あるLPSの化学的性状、特にLPSの0抗原特異多糖部の糖組成に関する

研究は少なく4　4）、LPSの糖組成と各血清型との関連性は不明である。

またさらに、　LPSは内毒素として本菌の魚類に対する病原性に関与して

いる可能性があるが、本菌LPSの生物活性についてもいまだ明らかにさ

れていない。

　以上の不明の点を明らかとするため、本研究では、主に浜名湖産病変

稚アユから分離された　A、B、c各血清型のv．anguillftrasnvおよび

駕認　株よりLPSを抽出・精製し、その糖組成と血清型との関連を検討

した。さらに、各血清型LPSの生物活性をリムルス試験と抗腫瘍活性試

験によって検討した。また、それら生物学的活性発現の本体であるリピ

ドAの脂肪酸組成も併せ検討するとともにLPSに各種アルカリ処理を施

し、それに伴う構造変化と生物活性相関について検討した。

第一節　　V濃ng頃Ua騰蹴LPSの化学的性状

1－1　1。　匿LPS　の糖組成　］

　表1にv．翻g頃Uar羅　のA、　B、c各血清型菌株といずれの血清型

にも分類されない菌株、ならびにNCMB株LPS　の糖組成をHep　3モ

ルに対する相対モル比で示した。共通構成糖として、Gic、レD　Hepおよ

びG！cNが検出された。これらの糖はほとんどのビブリオ科細菌LPSに

見出される構成糖である8｝。しかし、サルモネラや大腸菌などの腸内細

菌および多くのグラム陰性菌LPSの特異構成成分であるKDOは、通常の

検出法であるWeissbach9）のTBA　反応によっては　V．anguillaruecの

いずれのLPS　にも検出されなかった。　KDOおよび強酸加水分解により

検出されるTBA　反応陽性物質については後述する。

　上記の共通構成糖以外では、各血清型LPSの間には明確な糖組成の差

1　1



表1Vibrio　anguillarumから調製したLPSの糖組成［mol／3mol　Hepユ

菌株　　血清型　　Glc　Gal　Fru　Rha　Fuc　Man　Hep　　GlcN　GalN　ManN　6日中　　KDO　　X
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異が認められた（表1）。すなわち、血清型AのLPS　ではGalが、血

清型BのLPS　ではFruと6dGlc4N　が検出され、血清型CのLPSでは

Rhaと少量のGalNが検出された。また、　A～Cのいずれの血清型にも

属さないH－137株LPS　は上記のLPSとは全く異なる糖組成を示し、少

量のFuc、　ManおよびGalNが検出され、最も複雑な糖組成を示した。

さらに、2株のNCMB株LPS　も共通構：成糖の他にRhaおよびManNを

含み、他の各血清型LPSと明らかに異なる糖組成を示した。以上の結果、

各LPSにおいてその血清型と構成糖との間に明らかな関連が見出された。

1－1－2．　【　KDOリン酸の検出　】

　本研究で用いたすべてのV．anguillarum　の菌株のLPSが、　conventi

onal　な加水分解条件下（0．02N硫酸、100℃、　20分）では常法であ

るWeissbach9》のTBA　反応に陰性を示した。すなわちいずれの菌株の

LPSもTBA　反応において、その反応液の吸収スペクトルは標準のKDO

が示す最大吸収波長（549nM）とは異なり、　532　nmに最大吸収を示

した。しかし、これらすべての菌株のLPSの強酸加水分解（4N一塩酸、

100℃、45分）産物ではTBA　反応が陽性となり、反応液の最大吸収波

長はKDOの場合と同じ549　nmを示した。ところがこの加水分解産物中

に含まれる物質（X）のHVPEにおける移動度（KDO　との相対移動度

RKD。＝1．54）はKDO　のそれとは明らかに異なり、本物質はKond◎

ら13）がビブリオ科細菌全体のLPS　の強酸加水分解物中に見出した0

－phosphoryl－KDO（X、）およびBordeteila　pertussis　I相菌LPS　の

強酸加水分解物から分離した　5－O－phosphoryl－KDO45》の移動度と一致

した。V．anguillarum　LPSから分離したXをアルカリ性フォスファター

ゼで処理（炭酸アンモニウム緩衝液、pH　9．6、37℃、16時間）した後、

HVPE　を行なった結果、　Xに相当するスポットは消失し、代ってKDOと

同じ移動度をもつ新たなスポットが出現した。すなわちV．anguillarum

では、用いたすべてのLPS　に常法ではKDOは検出されないものの、代

ってO－phosphoryl　KDOが存在することが示された。
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1－1－3．　【　LPS多糖部（DPS　画分）の分子構i築　】

　LPS多糖部は、　LPSの部分加水分解により得られたDPS画分のゲルク

ロマトグラフィーによって調製することができ、またその溶出パターン

と得られた各多糖画塾の糖組成からLPS　多糖部の分子構築を知ること

ができる。通常、大腸菌やサルモネラ属菌などのS型細菌LPSから調製

したDPS　は、　Sephadex　G－50ゲル濾過によりvoid　volume　付近に溶

出されるコアオリゴ糖の結合した0多糖略画分（Frc．1）、　irabibed

volumeに溶出されるコアオリゴ糖画分（Frc．m）、およびbed　volume

に溶出される遊離の単糖とリン酸画分（Frc．rv）の3つの留分に分画さ

れる。本実験ではA、B、C各血清型菌株と、これらいずれの血清型に

も属さないH－137株およびNCMB株のLPS　多糖部の分子構築をSepha

dex　G－50　を用いるゲル濾過によって検討した。実験に供した血清型の

異なる　v．anguillarueeの6株のDpsは図2に示す4種類の溶出パター

ンを示し、前述の糖組成のみならず、血清型の相違による各LPS　多糖

部の分子構築の違いが認められた。Serotype　C　のH－102　DPSは、前述

の大腸菌やサルモネラのDPSの場合と同様に図2一［A】　の溶出パターン

を示し、コアに結合した0抗原多糖鎖画図（Frc．1）、コアオリゴ糖画

分（Frc．　Iff）および遊離の単糖とリン酸百分（Frc．　W）の3つの画

分に分画された。一方、H－60（Ser◎type　B）、NCMB・一一　6、　NCMB－828の

各DPSは図2一［B］　の溶出パターンを示し、4つの画分に分画された。

その高分子多糖領域にはカラムのvoid　volueee付近と、それよりやや遅

れて溶出される2つの画分が得られた。H－60と同じくSeretype　B　に分

類されているPT－514　DPSのゲル濾過パターン（既報46））も図2一［B］

と同様のパターンを示している。さらに、Serotype未知のH－137のDPS

は図2一［c］の溶出パターンを示し、カラムのvoid　volume付近に1つと、

低分子領域に3つの計4つの画仙に分画された。Serotype　AのH－103株

DPSは図2一［D1に示した最も複雑な溶出パターンを示し、高分子領域に

2っ、低分子領域に3つの計5つの画分に分画された。このように、V．

anguillarum　Dpsは血清型の相違によりそれぞれ異なる溶出パターンを
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示し、各血清型間における多糖鎖の分子構築の多様性が示された。

　前述した如く、大腸菌やサルモネラ属菌などのS型細菌LPSから調製

したDPSのSephadex　G－50ゲル濾：過により溶出されるFrc．1はコアオ

リゴ糖の結合した0多糖鎖画分、　Frc．　IIIはコアオリゴ一画分にそれぞ

れ相当する。今回検討した二二二型のv．anguillarumのDpsではFrc．

1の他に、図2の［B］、［c］、［D］　に示される如く、void　volumaeより

やや遅れてFrc．　HとFrc．　ll　’が溶出したが、これらの高分はいずれ

もLPSの構成糖とほぼ同じ糖組成を示した。従って、　Frc．　HとFrc。

ll’はFrc．1と同様、コアオリゴ糖が結合した0多糖鎖画分に相当す

ると考えられ、Frc．1とFrc。　HおよびFrc．　H’の全構成糖からFrc．

皿の構成糖を除いた糖成分からそのLPSの0多糖鎖の構成糖を知ること

ができる。血清型の異なる亙．anguillarum　はLpsの構成糖の相違のみ

ならず、その0多糖鎖の分子構築においてもそれぞれ異なる性状を示し

た。たとえば、表2に示す如く、H－102の0多糖鎖はGlc　のみからな

表2　Vibrio　anguillaruew　H－102（Serotype　C）から調製したLPS
　　　と　DPSのSephadex　G－50　ゲルクロマトグラフィーにより得
　　　られた各画分およびLipid　A　の糖組成［umol／mg｝

収　率 Glc Rha

D
P
【
e

i
編
鷲
騒

GlcN　GalN

LPS

DPS
Frc．　I

Frc．　ilI

Frc．　IV

0多糖鎖

Lipid　A

1．sa｝

b
b
b

Q
り
G
》
n
U

ρ
0
7
5
7

4

39．ob）

9．eb）

o．3s　o．06　o．lo　e．le　e．02

5．　2e

1．　18

1．　49

4．　02

O．22　O．51　8．15
e．03　o．04　o．s6

O．　66

O．　Ol

［略語］　Glc：グルコース、　Rha：ラムノース、　L－D　Hep：L一グ
リセローD一マンノヘプトース、　GlcN：グルコサミン、　GalN：ガラク
トサミン　　［脚注］a）アセトン乾燥智恵からの収率（％，w加）、
b）LPSからの収率（％，　w／w＞
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表3　Vibrio　anguillar㎜から調製したLPSとDPSのSephadex　G－50ゲルクロマトグラ
　　　フィーにより得られた各画分およびLipid　Aの糖組成　［μmo！／㎎］

菌　株　　血清型　　収率　　Glc　Fru　Rha　L－D　D－D　GIcN　ManN　6d

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Hep　Hep　Glc4N

LPS

H－60　B
NCMB－6

NCMB－828

e．6a｝　e．34　e．10　一　e．11　一　e．11
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e．67　．　e．14　e．28　e．16　一
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【
　
｝
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0
　
0
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7
9
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O
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15．4b）　2．55　一一

21．lb）　2．88　一一
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0
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4
り
O

n
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O
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［略語1Glc：グルコース、　Fru・・：フルクトース、　Rha：ラムノース、　L－D　Hep：L一
グリセローD一マンノヘプトース、　D－DHep：D一グリ丁丁ーD一マンノヘプトース、　GlcN：グル

コサミン、ManN：マンノサミン、　6dGlc4N：4一アミノー4，6一ジデ：才キシグルコース
［脚注］a）アセトン乾燥菌体からの収率（％，w／w）、　b）LPSからの収率（％，　w／w）
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り、またその収量も極めて多いことから本菌の0多糖鎖はGlc　のホモ

ポリマーからなることが推測された。一方、表3に示すH－60LPSの0

多糖鎖はGlc　と6dGlc4N　から、また、　NCMB－6　とNCMB－828　LPSの

0多糖鎖はGlc　を主成分とし、他にRha　とManNからなることが示

された。表4に示すH－137LPS　は前出の0多糖鎖とは異なり、Fucを

主成分とし、他にGlc、　ManおよびGalNから構成されていた。さらに

表5に示すH－103LPS　の0多糖鎖はGlc　とGa1　からなることが示

された。

　Serotype　B　に分類されるH－60株LPSにのみ見出されたFru（表3）

は既報のPT－514　LPSと同様46｝、　Frc．　IVにのみ検出され、弱酸加水

分解により容易にLPSから遊離されることが判明した。またいずれの菌

株のLPSにおいてもリピドAの構成糖はGlcNのみであった。

表4　Vibrio　anguillarum　H－137（Serotype？）から調製したLPS　とDPS
　　のSephadex　G－50ゲルクロマトグラフィーにより得られた各画聖および
　　Lipid　Aの糖組成［umol／mg　1

収率 Glc Fuc　Man　L一一D　GlcN　GalN
　　　　　　　Hep

LPS

DPS

Frc．　I

Frc．　III’

Frc．　III
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1．la）　O．24　O．67　O．29　O．4e　O．29　O．17
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［略語1Glc：グルコース、　Fuc：フコース、　MaR：マンノース、　L－D　Hep：
L一グリセローD一マンノヘプトース、　GlcN：グルコサミン、　Ga1N：ガラクトサ

ミン　［脚注］a）アセトン乾燥菌体からの収率（％，w／w）、　b）LPS　から
の収率（％，w／w）
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表5　Vibrio　anguillarum　H－103（Serotype　A）から調製したLPSと
　　　DPSのSephadex　G－50　ゲルクロマトグラフィーにより得られた
　　　各画幅およびLipid　Aの糖組成　［umol／mg］

収率 Glc Gal L－D

Hep
GlcN

LPS

DPS
Frc．　I

Frc．　li
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Frc．　III

Frc．　IV

0多糖鎖

Lipid　A

O．　5　a＞

b

b
b
b
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4
n
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雪
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リ
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援
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0
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に
U
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43．2b）

e．　2e

2．　64

e．　12

0．　21

G．　39

0．　09

2．　58

O．　IO

e．　06

0．　e7

0．　12

0．　i8

0．　02

O．　07

O．　17

o．　e4

0．　08

e．　15

e．　27

e．　02

O．　15

O．　03

0．　e3

0．　05

0．　15

0．　05

O．　52

［略語l　Glc：グルコース、　Gal：ガラクトース、　L－D　Hep：L一グリ
セロの一マンノヘプトース、　GlcN：グルコサミン　［脚注］　a）アセ
トン乾燥菌体からの収率（％，w／w）、b）LPSからの収率（％，　w／w）

1－1－4．　【　LPSの脂肪酸組成　】

　次にLanguillaru羅Lps　のリピドA部分を構成する脂肪酸組成を検

討した。表6にLanguiUarum　LPSの脂肪酸組成を3－OH　C14：02モ

ルに対する相対モル比で示した。各LPSの共通構成脂肪酸としてC14：0、

C16：0、　3－OHC12：0、および3－OHC14：0が検出された。これらの共

通構成脂肪酸の他にPT－24、　H－88　LPSを除く　LPSに・C16：1が、また

PT－24、　H－137　を除くLPS　にC18：1　が検出された。さらに　PT－24、

H－88、PT－514、およびH－137　LPS　にC12：0が、また、　PT－496とPT－

213LPSにC18：0がそれぞれ見出された。奇数飽和脂肪酸であるC17：0

はPT　一一　496　LPSにしか検出されなかった。各LPSのうちPT－496　LPSは

特に複雑な脂肪酸組成を示し、リピドA部分のheterogenityが予想さ

れた。また、同一血清型に属するLPS　においてもその脂肪酸組成に差
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表6　Vibrio　anguilla㎜から調製したLPSの脂肪酸組成　［mol／2mo13－OH　C14：0］

脂肪酸
菌株　　血清型
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［略語］C12：0；ドデカン酸、　C14：0；テトラデカン酸、　C16：0；ヘキサデカン酸、　C16：1；ヘキサデ

セン酸、　C17：0；ヘプタデカン酸、　C18：0；オクタデカン酸、　C18：1；才クタデセン酸、　3－OHC12：0；

3一ヒドロキシドデカン酸、　3－OH　Ci4：0；3一ヒドロキシテトラデカン酸　　［脚注】a）エステル交換反応後

検出されたアミド結合脂肪酸（その他の脂肪酸はエステル結合脂肪酸）



が認められた。ナトリウムメチラートによるエステル交換反応の結果、

これらの脂肪酸のうちすべてのLPSにおいて3－OH　C14：0のみがアミド

結合脂肪酸であることが示された。

第二節　V．anguillarum　LPSの血清学的性状

　前節で述べた如く、各血清型V．anguillarum　のLPSには血清型の違

いに対応してLPS　の糖組成およびLPS多糖部の分子構築にそれぞれ特

有のパターンが存在し、各血清型株のLPSの多糖部はそれぞれ異なる構

造をもっことが示された。本実験では各血清型の魁町から抽出・精製し

たLPSを用いてLPSレベルでの血清学的特異性を検討するため、アルカ

リ処理LPS　で感作したヒツジ赤血球（SRBC）を用いる受身溶血阻止

（PHI）試験を行なった。　PHI試験は、　LPS　感作SRBCと対応する血

清型菌の全菌抗血清およびモルモット補体からなる溶血系に対し、種々

の濃度のLPS　をinhibitorとして用いて溶血を阻害し、その結果は50

％溶血阻止を示すLPS　の濃度（ID，。，μg／ml）で表した。この値が低

いほどLPSの抗原特異性あるいは各LPS間の交叉反応原性が高いことを

意味する。

　表7　にA、B、C　各血清型およびいずれの血清型にも属さないH－137

株LPSを用いて行なったPHI試験の結果を示した。血清型A（PT－24、

H－107）のLPS　は、　homologous　な溶血系（PT－24　LPS感作SRBC／抗

PT－24抗血清、すなわちA／抗A）に対し、強い溶血阻止を示したが、

他の血清型の溶血系、すなわちB／抗B（PT－496／抗PT－496）および

C／抗C（PT－213／抗PT－213）の溶血系に対しては非常に弱い溶血阻

止活性しか示さなかった。同様に血清型Bの2株（PT－496、H－88）の

LPSはhomologousなB／抗Bの溶血系に対してのみ、また血清型Cの

2株（PT－213、　H－132）のLPSはhomologousなC／抗Cの溶血系に対

してのみ強い溶血阻止活性を示した。一方、A、　B、　Cいずれの血清型に

も属さないH－137LPSではどの血清型の溶血系に対しても高い溶血阻止

活性を示さなかった。すなわちA～Cの各血清型LPSの間には血清学的
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に有意な交叉反応性は認められず、各血清型のLPS　はそれぞれ非常に

高い血清学的特異性を示し、菌体凝集反応によるA～Cの各血清直別と

LPSレベルでの血清学的特異性との間に、明確な相関性が示された。

表7　Vibrio　anguillarum　LPSの受身溶血阻止試験における50％溶血阻止濃度［μgん1］

受身溶血系　　（LPS感作SRBca｝／抗血清）

インヒビター　血清型
　（　LPS　） PT－24／抗PT－24　PT－496／抗PT－496　Pr－213／抗PT213

　（A／抗A）　　（B／抗B）　　（C／抗C）

PT－24
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PT－496

H－88

PT－213

H－132
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C
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310
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n
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n
U

4
◎
り
7
農
4
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n
U
4
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0
0

7

飛
U
倉
U

ワ
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ρ
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n
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Q
》

7
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7
n
U

民
り
援
り
　
7

［O．　180．　23］

140

［脚注la）SRBC：羊赤血球、　b）一：＞1，　000μg／ml

第三節　V．anguillarum　LPSの生物活性およびアルカリ処理

　　　　　　によるLPS　の構造変化と生物活性相関

　LPSは内毒素として生体および分子レベルで極めて多彩な生物活性を

示し、細菌の病原性との関連性が指摘されている。これらの内毒素とし

ての生物活性の指標となるもののiつにリムルステストがある。リムル

ステストはリムルスライセートこカブトガニ（リムルス）のアメーバ細

胞溶解物］とLPS　とが反応してゲル化を生じる反応で、極めて微量の

LPSを検出することができ、また本活性とLPSの内毒素活性との間には
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多くの場合相関が認められる。本実験ではV。anguillaru田LPS　の内毒

素活性を表す指標の1つとしてのりムルステストと、　LPS　のもつ多彩

な生物活性のうちの一つである抗腫瘍活性について検討した。これらの

LPSのもつ多彩な生物活性発現の本体はリピドAであり、リピドAから

の脂肪酸やリン酸の脱離はLPSの生物活性発現に大きな影響を与える。

そこでさらに、本実験ではLPSのもつ生体にとって有益な活性をできる

だけ損なうことなく弱毒化されたLPS　を調製する目的で、　V．　anguill

arum　LPS　から種々のアルカリ処理LPS　を調製し、それらの化学構造

と生物活性の変化を検討した。　LPS　はPT－514　LPSを用い、①0．25N

NaOHで56℃、1時間、②4．ON　NaOHで100℃、5時間、　③アルカ

リ性ヒドロキシルアミン（NH、OH）で62℃、3分間、　④ヒドラジン

（NH、NH、）で100℃、40時間、および　⑤ナトリウムメチラート　（NaOCH，）

で370C、10時間それぞれ処理後、遊離の脂肪酸を除去した後、実験に

供した。

1－3－1．　【　LPSのリムルス活性　〕

　表8にV．anguillarum　LPS　のりムルステストの結果を示した。対照

として病原性大腸菌Escherichia　coli　O　111　LPS　（Sigma　社製）を

用い、さらにV．cholerae　NIH　41（Ogawa）と569B（lnaba）LPSの

内毒素活性とも比較した。　E．coli　O　111　LPSが0．1ng／mlで完全に

リムルスライセートのゲル化を起こすのに比べ、V．anguillarum　LPSは

0．005～0．01ng／m1　の濃度で完全なゲル化を起こし、　E．coli　O111

LPSの10倍から20倍高いリムルス活性を示した。中でも血清型Aの

PT－24　LPSと血清型BのH－88　LPSおよびMCMB－6、NCMB－828　2株の

LPSはオガワ型コレラ菌LPSの活性値には及ばないものの、イナバ型コ

レラ菌LPSより高い活性を示した。また、他のすべての亙．anguillarum

LPSもイナバ型コレラ菌と同程度のゲル化活性を示し、町鳶のLPSが内

毒素としての高い活性を有することが示された。
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表8　Vibrio　anguillarum　LPS　のりムルス試験による内毒素（ゲル化）活性

LPS濃度［ng／ml　1

菌株　　血清型
e．eoos　o．oel　o．oos　o．ol　o．os　o．lo

V．anguillarum

1；墾14｝

臨｝

H一一137

NCMB－6

A

B

C
9
乙

　NC麗B－828

V．chelerae

　NIH　（Ogawa）
　569B　（IRaba／

S。Typhi鵬uri照羅　LT2

E．coii　Olll

一．一a）　一

一　　　±

一　　　±

一一

一　　　±

± 十

厨
±
±
十

±
十
二
　
±
±
±
　
±
　
十
十

十
±

十
十
十

の
十
十
十

十
十
十
　
十
十
十
　
十
　
十
十

十
十
十
　
十
十
十
　
十
　
十
十

十
十
　
±

十
十
　
十
　
±

十
十
十
　
千
十
十
　
十
十
十
　
十
　
÷
十

十
十
÷
十

［脚注］　a）一：流動状、　b）±：半流動状にゲル化、c）＋：完全凝固

　1－3－2．　〔　LPSの抗腫瘍活性　】

　　Languil、larum　Lps　の抗腫瘍活性を測定するため、　ddY　系マウス

の腹腔にEhrlich　腹水型腫瘍を接種し、各血清型LPSを腫瘍接種の5

日前、2日前、2日後、5日後、8日後および11日後にそれぞれ腹腔

内に投与し、それらのマウスの平均生存日数で抗腫瘍活性を測定した。
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結果を表9に示した。LPS非投与群の平均生存日数が15．7日であるの

に対し、　LPS　投与群の平均生存日数は20．6日～54．4日で明らかな

延命効果が認められた4　7》。中でも、血清型Aに属するH－107株LPSお

よび血清型Bに属するPT－514株LPS　投与群では顕著な延命効果が認

められた。特にPT－514　LPS投与群においては腹水型腫瘍を接種後60

日間生存したマウスが8匹中7匹、平均生存日数も54．4日と他のLPS

投与群と比較して著しい延命効果を示した。

表9　Vibrio　an　gu　il　larum　LPS　のEhrlich　carcinoma　に対する抗腫瘍活性

菌　株　　血清型 60日生存数／

被検マウス数
平均生存日数
（生存範囲）

P　a｝

V．anguillarum

H－107

H－124

PT－24

H－6e

H－88

PT－514

醐■
H－137

？
。

A

B

c

S．Typhimurium　LT2

CoRtro1

4／8

3／8

1／8

2／7

1／8

7／8

0
0
Q
O

／
／
n
U
今
6
O／8

e／le

O／8

45．6　（18－60）

33．5　（11－60）

26．5　（15－60）

38．4　（15－60）

27．8　（16－6e）

54．4　（21－60）

20．6　（13－37）

30．0　（15－60）

23．5　（13－52）

18．9　（15－27）

15．7　（12－20）

〈　O．　OOI

〈　O．　02

〈　O．　05

〈　e．　02

〈　O．　95

〈　O．　OOI

〈　O．　02

LPSは腫瘍細胞i接種の5日前、2日前、2日後、5日後、8日後、11日後にそれ
ぞれ100μgを腹腔内に投与した。　腫瘍細胞はEhrlich　carcinoma　を用い、
腹腔内に5x　IO4　cells接種した。　［脚注］a）P：危険率

1－3－3．　【　LPSの化学構造に及ぼすアルカリ処理の影響　】

V．anguillarum　PT－514　LPSの糖組成に対する各アルカリ処理の影響を
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検討した。　Intactおよび各アルカリ処理LPSの糖組成を表10に示し

た。分析値は　L－DHepの含量を3モルとしたときのモル比で示した。

Intact　LPSは、　Glc、Fru、L－D　Hep、GlcN　、および　6dGlc4Nを含

み、その構成モル比は4．1：0．7：3．0：2．7：2．9　であった。各ア

ルカリ処理LPS　はIntact　LPSに比べて、アミノ糖含量に若干の減少

が見られたものの、その他の構成糖のモル比にはあまり変化が認められ

ず、PT－514　LPSの多糖部はこれらのアルカリ処理により、ほとんど変化

を受けないことが示された。

表10Vibrio　anguillarum　PT－514株から調製したintact　LPSと各種アルカリ処理
　　LPSの糖組成　［mo1／3mol　L－D　Hep】

LPS Glc　Frg　L－D　KDO　GlcN　6d
　　　　　　　Hep　Glc4N

Intact　LPS

0．25NNaOH処理LPS

4　N　NaOH

NH，OH

NaOCH，

NH，NH　2

71

71

17

77

4．　1

3．　9

3．　8

3．　6

4．　2

3．　9

O．　7

g．　s

O．　7

O．6

e．　7

e．　g

3．　0 nda）　2．7

3．0　Rd

3．　0

3．　0

3．　0

3．　0

nd

nd

nd

nd

L9

1．　4

1．　7

2．　4

1．　5

2．　9

2．　1

L7

1．　9

2．　4

2．　1

［略語｝　Glc：グルコース、　Fru：フルクトース、　L－D　Hep：L一グリセローD一マ

ンノヘプトース、KDO：2一ケトー3一デオキシオクトン酸、　GlcN：グルコサミン、
6dGlc4N：4一アミノー4，6一ジデオキシグルコース　［脚注la）nd：過ヨウ素酸・
チオバルビツール酸反応陰性

　一方、　LPSの生物活性に重要な影響を及ぼすリピドA部分の脂肪酸組

成には各種化学処理によって大きな変化が認められた。Intact　および

各アルカリ処理LPS　の脂肪酸組成を表11に示した。分析値は3－OH

C14：0を2モルとしたときのモル比で示した。　PT－514　LPSの構成脂肪酸

のうち3－OHC14：0のみがアミド結合脂肪酸であり、他はエステル結合

脂肪酸であることはすでに述べた。LPSの0．25N　NaOH処理ではC18：1
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以外のエステル結合脂肪酸が残存するものの、これらの含量は大幅に低

下した。　4N　NaOH　処理LPSではさらにエステル結合脂肪酸のC16：0と

C16：1が消失した。　NH、OH、　NaOCH、処理LPS　ではアミド結合脂肪酸

である3－OHC14：0以外の脂肪酸はほぼすべてが失われていた。また、

NH。NH、処理LPS　はエステル、アミド両結合の脂肪酸がすべて遊離し、

多糖鎖のみとなった。以上、　LPS　のアルカリ処理の強度が増すにつれ

て、その構成脂肪酸が段階的に失われることが示された。

表11Vibrio　anguillarum　PT－514株から調製したLPS　とその各種アルカリ処理LPS
　　の脂肪酸組成　　［mol／2mol　3－OH　C14：01

脂肪酸
LPS C12：0　C14：0　C16：0　CI6：1　C18：1　3－OH　3－OH

　　　　　　　　　　　　　　　　　C12：0　C14：0

Intact　LPS

0．25NNaOH処理LPS

4　N　NaOH

NH，OH

NaOCH，

NH，NH　2

71

77

／7

17

1．2　L5　O．7　O．6　O．1　2．1　2．0

e．s　o．g　o．i　o．s

O．3　O．9

o．g　2．e

LO　2．0

O．1　2．0

2．　0

［略語1C12：0；ドデカン酸、　C14：0；テトラデカン酸、　C16：0；ヘキサデカン酸
C16：1；ヘキサデセン酸、　C18：1；才クタデセン酸、　，3　一〇HC12：0；3一ヒドロキシド

デカン酸、　3－OHC14：0；3一ヒドロキシテトラデカン酸

1－3－4．　【　LPSの生物活性に及ぼすアルカリ処理の影響　】

　各アルカリ処理による内毒素活性への影響を検討するため、リムルス

ゲル化反応を行なった。PT－5141ntact　LPSのリムルスゲル化活性は前

述のように旦璽0111LPSに比べ、10倍程強く、イナバ型コレラ菌

と同程度の活性を示した。しかし、アルカリ処理LPSではその処理条件
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の強弱に拘らず、すべてのりムルスゲル化活性は0．1ng／ml　の濃度に

おいても消失し、リムルスゲル化活性は、リピドAからの脂肪酸の脱離

の影響を鋭敏に受けた。

　つぎに各種アルカリ処理LPSの抗腫瘍活性について検討した。前述の

如く、　PT－5i41ntact　LPSは、明らかな抗腫瘍活性を示したが、表12

に示されるPT－514の各化学処理LPS投与群は、いずれも有意な延命効

果は認められず、少量の脂肪酸の脱離によっても抗腫瘍活性が著しく低

下することが明らかとなった。

表12vibrio　anguillarum　PT－514　LPsから調製した各種アルカリ処理LPs　の
　　Ehrlich　carcinomaに対する抗腫瘍活性

LPS 投与量
（μ9／日）

生存日数　　　40日生存数／
（mean±SD）　被検マウス数

0．25NNaOH処理LPS
4．O　N　NaOH　m

NH，OH　pt
NH，NH2　／l
NaOCH，　／l
Control　（生理食塩水）

100

10B

100

100

100

り
O
Q
り
Q
J
n
U
5

4
9
白
1
■
り
0
9
0

±
±
±
±
±

に
J
Q
Q
り
6
9
血
5

◎
」
n
U
O
O
－
■
－
よ

霊
■
2
1
⊥
今
乙
9
6
19．3　±　L2

農
U
ρ
0
ρ
O
e
O
倉
U

／
／
／
／
／

n
U
n
U
n
》
n
U
n
U

6／0

被検標高は腫瘍細胞接種日の5日前、2日前、1日後、3日後、5日後にマウス
腹腔内に投与した。腫瘍細胞はEhrlich　carcinoma　を用い、腹腔内に1×lo4
cells接種した。

考 察

　LPSはグラム陰性菌の0抗原であり、菌の血清学的特異性の決定に重

要な役割を担っている。この0抗原特異性を決定するのは、0抗原上の

0抗原決定因子に対応する0多糖である。腸内細菌など多くのグラム陰

性細菌と異なり、魚病細菌であるv．anguillarum　ではそのLpsに関す

る研究は少なく、特に浜名湖産病変稚アユより分離された菌株の血清型
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を決定する0抗原多糖部の糖組成に関する研究は本研究が最初のもので

ある。浜名湖産稚アユより分離したA、B、　C　各血清型V．anguillarum

では、同じ血清型に属する複数の菌株のLPS　はすべて同じ糖組成をも

ち、菌の血清型に対応して、それぞれのLPSの糖組成に特有のパターン

が存在することが示された‘　8）。一方、A、　B、　Cのいずれの血清型にも

分類されていないH－137株やNCMB株LPSの糖組成はこれら3っの血清

型LPSのそれとは全く異なっていた。さらにLPSを用いたP田試験によ

って、　LPSレベルにおいても菌体凝集反応と一致した明瞭な抗原特異性

が認められた。これらの成績は本菌の菌体およびLPSレベルにおける血

清学的特異性とLPSの糖組成との関連性あるいは対応性を明確に示すも

のであった。　V．ang頃llar願主　の血清型分類についてはこれまでにいく

つかの報告がなされ、凝集反応、ゲル内沈降反応、間i接赤血球凝集反応

などにより、　J◎hnseバ9）、絵面ら50）楠田ら4nはいずれも本菌を3

種類の血清型に分類している。しかし、その後Kitao　ら5　’）はA、　B、

Cの3血清型に加えD、E、　Fの新血清型の存在を報告しており、今後、

さらに血清型の細分化が予想される。本研究で示したLPSの糖組成の相

違、ならびにP田　試験による血清学的性状においても、徳島で分離さ

れたPT株および浜名湖産病変稚アユから分離したH一株、　PB一株はい

ずれもA～Cの3種類に分類されたが、H－137株とNCMB株はA～Cの

血清型菌株LPSとは明らかに異なる性状を示し、これらの菌株は、　A～

c以外の血清型に属するものと思われる。各血清型のv．ang磁11aru緻

の分布は、保菌病魚の採捕時期、採捕場所により異なることが明らかと

なっており、従来の生化学的診断法に加え、LPSの糖組成に基づく分類

は本菌の分類のみならず感染経路の解明に重要な手掛かりを与えるもの

と思われる。また、血清型の相違により、v．anguillartsewの薬剤感受性

も異なることが三淵ら43》により報告されており、血清型の明確な診断

は、養殖魚のビブリオ病治療および予防のための散布薬剤の選択の一助

となると考えられる。

　v．aftguillarum　Lps　に共通した化学的特徴の1つ聴して、弱酸加水

分解によってKDO　は遊離されず、強酸加水分解によってKDO一リン酸が
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検出されることが挙げられる。　KDO一リン酸はPlesiomonas　属を除く

すべてのビブリオ科細菌のLPSに共通して存在し、さらにビブリオ属を

構成するVibrio、Aeromonas、Photobacterium　各属のいくつかの菌

種のLPS　ではKDO　はKDO－4一リン酸として存在し、　V．anguillarum

NCMB－6とNCMB－828株LPSにおいても同様であることが報告されてい

る13）。従って、本研究で用いた他の菌種においてもKDO　はKDO－4一

リン酸として存在することが強く示唆された。このことはまた、ビブリ

オ科細菌ではV．anguillarum　も含め、共通して腸内細菌LPSとは異な

る構造の内部コア　（KDO領域）をもっことを強く示唆している。

　LPSの極めて多彩な生物活性は、その内毒素活性の本体であるリピド

Aの脂肪酸組成が重要な役割を担う。　v．anguillaru醗Lps　のリピドA

では、糖組成に認められたような血清型との関連性は認められず、非常

にHeterogeneusな脂肪酸組成を示した。しかし、いずれのリピドAに

おいても共通して腸内細菌リピドAにおけると同様、3－OHC14：0　がア

ミド結合脂肪酸として検出され、そのバックボーンはGlcNから成るた

め、一般的なグラム陰性菌リピドAの基本構造5　2）をもつものと考えら

れる。

　v．aftguillarum　Lpsは、リムルス試験において内毒素としての高い生

物活性を示した。また、LPSの代表的な生物活性であるマイトジェン活

性やアジュバント活性においてもA、B、C各血清型のV．anguillarum

LPSは対照として用いたS．Typhimurium　LPS　と同程度の活性を示すこ

とが報告されている53）。さらに抗腫瘍活性試験においても各LPS投与

量は有意の差で延命効果が認められ、中でもPT－514　LPS投与群で顕著

な延命効果が認められた“　7）。しかし、これらの活性はLPS　のアルカ

リ処理による脂肪酸の遊離とともに失われ、他の菌種のLPSと同様、　V．

anguillarum　LPSの活性発現にはリピドAの脂肪酸が不可欠であること

が示された。

30



第二章　LPS多糖鎖の画期的迅速簡便分離法の開発とその

　　　　ビブリオ科細菌の化学分類への応用

　前章で述べた如く、グラム陰性菌の0抗原型（血清型）とそのLPS多

糖側鎖の糖組成との間には明らかな相関が認められ、また菌種によって

はその菌種に特異的な構成糖を含むものも知られている。すなわち、グ

ラム陰性菌の分類の一手段として、LPS多糖部の糖組成に基づく化学分

類（chemotaxonomy）が有用であると考えられる。　LPS多糖鎖はLPSを

弱酸により部分加水分解した後、ゲル濾過によって分離することができ

るが、このためには先ず最初に菌体からLPSを抽出・精製する必要があ

る。LPSの抽出・精製には、前述の如く、多量の菌体の培養と危険を伴

う高温のフェノール／水抽出、さらに長時間の超遠心分離の反復による

精製など、多大の時間と労力を要する。従って、抽出・精製したLPSを

用いて多数の野外および患者分離株や多種類の0抗原型をもつ多くの菌

株について、LPS多糖部の糖組成に基づく化学分類を実施することは事

実上不可能である。この問題の解決のため、Kondoら54）は01vibrio

cholerae　の菌体からLPSを分離精製することなく直接LPS多糖鎖を分

離する迅速簡便法を開発した。すなわち、加熱死菌体の熱々酢酸抽出物

をアセトン／水　2：1および7：1で順次沈殿分画して得られた斑葉

のうち、7：1のアセトン／水沈殿画分にLPS多糖鎖が、またその上清

にLPS　の加水分解によって遊離した糖成分が含まれ、これら両画分の

糖組成がその菌のLPS　多糖部の糖組成と定性的に一致することを示し

た。本法はnon－01V．cholerae　42株および01V．cholerae　の野外

および患者分離株に応用され、初めてnon一　01V．cholerae　のLPS多糖

部の糖組成に基づく化学分類が実施されると同時に、従来の生化学的、

血清学的同定法によっては疑陽性的性状を示す01V．cholerae　の同定

に極めて有効な手段であることが示された。このように、菌種から直接

LPS多糖鎖を分離するこの迅速簡便法（原法）はV．choleraeに対して

極めて有効であったが、その後、本法をV．cholerae以外のビブリオ科

細菌に応用した場合、菌種によっては得られた出品中にLPS多糖部以外
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の爽雑物が多量に混入する場合や、LPS多糖鎖が全く分離できないなど

の問題が生じた。このため本章では、前述の迅速簡便法（調法）をビブ

リオ科全体の菌種に応用できるように改良し、その改良法を用いて、い

くつかのビブリオ科細菌のLPS多糖部の糖組成に基づく化学分類を試み

た。さらに、ビブリオ科のみならず広くグラム陰性菌全般の菌種におい

ても冷暗から直接、しかも可能な限り短時間のうちに爽雑物の混入の少

ないLPS多糖鎖を調製できる新たな迅速簡便分離法を開発し、それによ

って現在知られている全0抗原型（血清型）株のenOR－01V．cholerae

とV．　fiuvialis　の化学分類を行なった。

第一節　LPS多糖鎖の迅速簡便分離法（原法）の改良と

　　　　　　そのビブリオ科細菌への応用

2－1－1．　K　LPS多糖鎖の迅速簡便分離法（書法）の改良　】

　前述の如く、Ko鱒。ら54｝によって開発されたLPS　多糖鎖の迅速簡

便分離法（原法）はV．cholerfteに対しては極めて有効であったが、同

じビブリオ科細菌であるv．齪罐。聡、　v．vuiRificus、v．fhvialisな

どの病原ビブリオでは原法によってLPS　多糖鎖を分離することは不可

能であった。このため本実験では主に上記3菌種を用いて、それらの

LPS多糖鎖を調製するために原法の改良を行なった5　5）。図3に示した

如く、用いた菌種の世代時間を考慮して培地にはL5％食塩加ハートイ

ンフユーージョン培地（800糧1）を用い、培養時間も原法の6時間から

16時間に延長した。さらにLPS多糖鎖を効率よく抽出するために、稀酢

酸による部分加水分解条件を検討した結果、　10％酢酸中で100℃、90

分間の加水分解が至適条件であることが明らかとなった。この面体の稀

酢酸抽出液は原法と同様に、蒸発乾固後、アセトン／水　2：1および

7：1によって順次沈殿分画した。得られた各出品（Sed．1、　Sed．

III、Sup．　M）の構成糖を分析した結果、　Sed．1　とSed．　ll　はともに

LPS多糖鎖の構成糖を含むが、　GC　およびGC／MSによる分析では、中性
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　　Vibrio科細菌16時間培養菌体
（1．5％食塩加ハートインフュージョン培地 see　ml　）

！20℃，！5分間加熱
集菌，洗浄（蒸留水，3回）

加熱死菌体（3g湿菌）

　　　　　　　　　lo％酢酸（9ml＞中で
　　　　　　　　　100℃，1．5時間加熱

遠心分離（15，000×g，10分間）

菌体残渣 　　　　　　　　Sup．　1

　　　　　　　　　　　蒸発乾固
　　　　　　　　　　　水（10ml）に溶解
　　　　　　　　　　　アセトン（20組）を添加

遠心分離（15，GOO×g，10分間）

　　Sed．　1

中性糖の分析

　　　　　　　　Sup．　II

　　　　　　　　　　　アセトン（semi）を添加

遠心分離（！5，000×g，10分間）

Sed．　II Sup．皿

　　　アミノ糖の分析　　　　　　　　　　　　KDO、フルクトースの分析

図3　Vibrio科細菌の十体からLPS多糖鎖を分離する迅速簡便法（改良法）
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糖はSed．1、アミノ糖はSed．　IIを用いて分析することにより、糖成分以

外の不純物による妨害が少ないことが示された。さらにSup．　mには遊

離の単糖が検出された。すなわち、本改良法によって得られたSed．1

とSed．　ll　およびSup．　mにこれらの菌種のLPS　多糖部の構成糖が

含まれ、菌体より抽出・精製したLPSの部分加水分解によってリピドA

を除去したLPS多糖部の糖組成と一致することが明らかとなった。

　本改良法によりv．fluvialis、　v．vulnificus　および事体凝集反応に

おいてnon－01V．cholerae　と共通抗原性を示すV．mimicus　のLPS

多糖鎖を調製し、その糖組成に基づく化学分類、およびLPS多糖部の糖

組成と血清学的交叉反応原性との関連を検討した結果を以下に述べる。

ただしX．fluvialis　に関しては、、本研究において新たに開発した迅速

簡便法によって、そのすべての0抗原型株について化学分類を行なった

ので、本章第二節に後述する。

2－1－2．　〔　v．vulnificus　のLPs多糖部の糖組成に基づく

化学分類　】

　v．vulnificus　は経口感染または創傷感染を起こし、特に肝疾患や糖

尿病など基礎疾患のある患者では、敗血症による高い致命率を示すため

恐れられている海水ビブリニ才であり、現在、　Sh蜘ada　and　Sakazaki56）

により7種の血清型に分類されている。表13にv．vuinificusの7種

の血清型株のLPS多糖部の糖組成に基づく化学分類を示した。

　各血清型菌株のLPS多糖部はそれぞれの血清型に対応して、各々異な

る糖組成を示し、化学型もまた7種に分類された。共通構成糖として、

L－DHep．　．Glc、GlcN　が検出された。この他に、化学型Hの菌株には

Man、化学型皿の菌株にはGalとGalN、化学型IVの菌株にはGai、化

学型Vの菌株にはFuc、化学型VIの菌株にはGalN、および化学型VIIの

菌株にはFuc　とRha　が認められ、それぞれ異なる糖組成を示した。

複数の同一血清型菌株においても、各菌株の由来とは無関係にこれらの

LPs多糖部の糖組成は定性的には同じであった。　v．vulnificus　では、
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表！3Vibrio　vulnificusより迅速簡便分離法（改良法）で調製したLPS多糖部の糖組成　〔μg／gof　wet　cells］
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前述の　v．anguillarum　Lpsで認められたと同様に、各血清型とそれら

のLPS多糖部の糖組成の間に明瞭な相関が認められた。以上の構成糖の

他に血清型Hとm以外の血清型のLps多糖部に未同定アミノ糖（A1？）

が検出された。この未同定アミノ糖はGC／MS　分析の結果、2－amino－

2，6－dideoxy－hexese　の一種であることが示された。　KDOは他の多くの

ビブリオ科細菌におけると同様に、常法による検出法では検出されなか

った。

2－i－3．　ζ　血清学的交叉反応性を示すn膿一〇1V．cholerae

　　　　　　とv．磁磁CUS　のLps多糖部の糖組成　】

　V．擶i磁cus　はかってno獅01V．cholerae　に分類されたこともあ

り、これら両菌種は種々の生化学的性状ならびにD酷hoewology等にお

いて、近縁関係にあることが示され、両菌種間で血清学的交叉反応原性

をもつものも多い。島田と坂崎はv．cholerae　O37とv．躍禰ic聡M64、

V．cholerae　O44と　V。mimicus　M37、　V．cholerae　O　68　と　V．miasicus

M70などが血清学的に交叉反応性を示すことを報告している5　7》。そこ

で本実験ではこれらの菌株のLE）S多糖部の糖組成を比較し、　LPSレベル

で両菌の類似性を検討した。表14に示した如く、血清学的に交叉反応

性を示すv．choierae　O　37とv．mieeicus鵬4、およびv．cholerae　O　68

とv．厳而。囎M70　はそれぞれ定性的に全く同一の糖組成を示した。　v．

cholerae　O44　とv調畑ic聡M37　は0鱒のLps多糖部にMan　が検

出される以外は同一の糖組成を示した。またすべてのv謂抽ic聡のLps

多糖部には01と、多くのRon－OlV．cholerae　LPS　の構成糖である

Fruが存在し、これら両菌種がLPS多糖部の糖組成に基づく化学分類学

的見地においても近縁関係にあることが示された。KDOは常法ではいず

れの菌株からも検出されなかった。
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表14血清学的に交叉反応牲を示す　non一・O・1　Vibrio　choleraeと

　　　調製したLPS　多糖部の糖組成　　［μg／gwet　cells］

Vibrio鵬抽icusより迅速簡便分離法（改良法）で
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［略語1L－D　Hep：L一グリセロ　一D一・一マンノヘプトース、　Glc：グルコース、　Fru：フルクトース、　Gal：ガラクトース、

Man：マンノース、　GlcN：グルコサミン、　GalN：ガラクトサミン、　ManN：マンノサミン、　A1？：未同定アミノ糖、

KDO：2一ケトー3一デオキシオクトン酸　　　［脚注］a）nd：過ヨウ素酸・チオバルビツール酸反応陰性、　b）tr：
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第二節　グラム陰性菌LPS多糖鎖の画期的迅速簡便分離法の

　　　　　　開発とそのビブリオ科細菌への応用

2－2－1．　〔　グラム陰性菌LPS多糖鎖の画期的迅速簡便分離法

　　　　　　の開発　】

　前節ではV．choleraeの菌体から直接LPS　多糖鎖を調製するために

Kondoら54）によって開発された迅速簡便法（原法）を、他のビブリオ

科細菌にも応用できるよう改良すると共に、それを用いたビブリオ科細

菌のLPS多糖部の糖組成に基づく化学分類への応用について述べた。本

法はビブリオ科細菌のみならず腸内細菌を主とした他のグラム陰性菌に

も応用されたが、それらのある菌種では本改良法によってもなお、他の

重体成分の混入やLPS多糖鎖の抽出収率の低さなど、若干の問題が残る

ことが明らかとなった。これらの問題を解決すべく本節では広くグラム

陰性菌全般の菌種に応用し得る、LPS多糖鎖の画期的迅速簡便分離法を

開発した58｝。

　従来の方法（原法、改良法）では共に、菌体の熱稀酢酸抽出物から直

接アセトン沈殿による分画によってLPS多糖鎖を調製した。この方法は

多くのビブリオ科細菌に対しては十分に有効であったが、しかし、他の

グラム陰性菌においてはLPS以外の聖体成分の混入によって満足できる

LPS多糖耳標品を調製することができなかった。そこで新しく開発され

た方法では以下に述べる如く、まず菌体の熱稀酢酸抽出液からTCAの添

加によりLPS成分以外の爽雑物（蛋白および核酸）を除去した後、　LPS

多糖鎖の分画を試みた。図4にグラム陰性菌からのLPS多糖鎖の迅速簡

便分離法を示した。まず、ハートインフュージョン液体培地（1，000me・1）

で16時間振撮培養した被検菌を120℃、15分間加熱殺菌した後、遠心

分離により集菌し、菌体を蒸留水で3回洗浄した。得られた湿菌の3g

を10％酢酸9mlに懸濁し、100℃、1．5時間加熱した後、遠心分離に

よって熱稀酢酸抽出液を得た。その抽出液：に氷冷下40％　（w／w）TCA

lmlを加え、さらに氷刃下30分間撹拝した。生じた沈殿（Sed。1）
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　グラム陰性細菌　16時間培養菌体
（1000m！ハートインフュージョン培地）

120℃，！5分間加熱
集菌，蒸留水で洗浄（3回）

加熱死菌体（3g湿菌）

　　　　　　　　　1◎％酢酸（9ml）中で
　　　　　　　　　100℃，1．5時間加熱

遠心分離（15，000×g，10分間）

菌体残渣 　　　　　　　　Sup．　1

　　　　　　　　　　　40％冷TCA（lml）を添加
　　　　　　　　　　　氷冷下30分間撹？£

遠心分離（15，090Xg，10分間）

Sed．　1 　　　　　　　　Sup．　ll

　　　　　　　　　　　アセトン（70認）を添i加
　　　　　　　　　　　氷属下30分間静置

遠心分離（15，000×g，10分間）

Sed．

アセトン（5m！）で
洗浄（3回）
減圧下乾燥

Sed．　II

Sup．

10磁に濃縮
エーテル（5ml）で
TCAを抽出除去（3回）
減圧下乾燥

中性糖，アミノ糖，結合型ウロン酸の分析　　　　　Sup．皿

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　KDO，Fru，遊離型ウロン酸の分析

図4　グラム陰陛細菌の菌体からLPS多糖鎖を分離する新迅速簡便分離法
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を遠心分離により除去し、その上清には70ml　のアセトンを加え、氷

冷下30分間静置後生じた沈殿を遠心分離し、アセトンで洗浄後乾燥し

て標品（Sed．II）とした。その遠心上清は減圧下、10　mlまで濃縮し、

ジエチルエーテルを用いてTCAを抽出除去後、蒸発乾固させ標品（Sup．

III）としたQ

　S．Typhimurium　LT2株を用いて新たに開発した迅速簡便分離法によっ

て得られた各画分の化学組成を、LT2株より抽出精製したLPS　の部分

加水分解によって分離したLPSの多糖画分（DPS）、すなわち、　LPSの

多糖部と部分加水分解によって遊離した糖を含む画分のそれと比較して

表15に示した。蛋白質、全糖質含量は重量％で、糖組成はL－DHep　3

モルに対する各構成糖のモル比で示した。冷TCA　の添加により沈殿し

たSed．1はほとんど糖成分を含まず、多量の蛋白質（91．5％）を含ん

でいた。一方、Sed．　Hでは蛋自質含量は低く（3．0％）、DPSに類似し

た化学組成であった。従って、TCAによる除蛋白操作により爽雑物とし

ての蛋白は、ほぼ完全に除去されたことが示された。Sed　IIはDPSの構

成糖をすべて含み、それらの構成モル比はKDO　を除き、　DPSにおける

それとほぼ一致していた。　Sup　mには糖成分としてはKDO　のみが検

出され、他のLPSの構成糖は含まれていなかった。

2－2－2．　［　LPSより得られたDPS　と迅速簡便分離法で得た

　　　　　　Sed．　H　およびSup．　Illのゲル濾過　】“

　次に本迅速簡便分離法で得られたSed．　HおよびSup．　HIが、菌体か

ら常法により分離、精製したLPSから得られたDPS画分に相当するもの

であるかどうかを検討するため、これら各笹分のSephadex　G－50ゲルク

ロマトグラフィーを行なった。図5にLPSより調製したDPS　とSed．

II、Sup．IH　のゲルクロマトグラムを示した。　DPSはゲル濾過により3

っの画分に分画された。void　volume付近にLPS　の全多糖鎖（0多糖

一コア多糖）に相当するFrc．1が、次いでコア多糖四分に相当する

Frc．　IIが、さらにbed　volumeにリン酸および遊離の単聖画分に相当す
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表15Salmonella　Typhimuriww　LT2のLPSおよびDPSと新迅速簡便分離法iで調製した各画分（Sed．1、Sed．　IIと

　　　Sup．　III）の化学組成の比較　　［mol／3mol　L－D　Hep】

収率 全麻a｝蛋白質a）Abe Rha　　顛an Gal Glc レD

Hep

KD（）　GlcN

LPS

DPS

1．　5b）

70．　6c）

49．0

68．5

L5
5．　4

7．e

5．　3

7．　7

8．　3

7．　e

8．　1

7．　8

8．　1

1．　5

2．　4

3．　0

3．　0

3．　0

2．　4

3．　2

1．　1

斜
H

Rapid　method

Sed．　I

Sed．　II

Sup．　M

1．3の

O．　4　ct）

1。2の

4．7

71．0

4．8

9L5
3．　0

11．　4

2．8 9．4

tre）　tr

8．8　＆6

一　tr

tr

3．　6

tr

3．　0 O．　2

十

O．　8

tr

［略語lAbe：アベクォース、　Rha：ラムノース、　Man：マンノース、　Gal：ガラクトース、　Glc：グルコース、　L－D

Hep：L一グリセローD一マンノヘプトース、　KDO：2一ケトー3一デオキシオクトン酸、　GlcN：グルコサミン

［脚注ユ　a）全糖と蛋白質含量（％，w加）、b）アセトン乾燥菌体からの収率（％，㈱）、c）1－PSからの収率

（％，w加）、　d）湿菌からの収率（％，　w加）、e）tr：0．◎1以下
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図5Salm・ofl・ella　Typhimurium　LT2　LPSから調製したDPSと新迅速簡便分

離法により得たSed　IIとSup　mのSephadex　G－50ゲルクロマトグラフィー

るFrc．III　が順次溶出された。一方、本迅速簡便分離法で得られた

Sed．　IIのゲル濾過では、　DPSのそれと同様に3つの画分に分画され、そ

れぞれの溶出位置はDPS　より得られたFrc．1、Frc．EおよびFrc．m

と一致していた。しかしDPSの場合と異なり、Frc．IIおよびFrc．IHの収

量は非常に少なく、これに対し、Frc．1（LPS　の全多糖側鎖すなわち
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0多糖一コア多糖画分）が多量に得られた。　Sup．　IIIのゲル濾過では

Frc．1とFrc．　IIは得られず、　Frc．　IHのみが溶出した。

　これら各二分の収率と糖組成を表16に示した。DPSとSed．　IIのそれ

ぞれのFrc．1　からは、　KDOを除き、　LT2　LPS多糖部の構成糖が検出

され、Abe、Glc、　GlcNの含量に差は認められるものの非常に類似し

た糖組成を示した。両Frc．1ではLT2　LPSのコア多糖のみの構成糖で

あるL－DHepとGlcNに加え、0多糖側鎖を構成するリピーティング・

ユニットの構成糖であるAbe、　Rha、　Man、　Gal　およびGlcが高含量

含まれており、この画分がLT2　LPS　のコア多糖に結合した0多糖側鎖

であることが示された。またDPS　とSed．　IIのそれぞれから得られた

Frc．　IIでは、両者とも同じ糖組成をもち、主にLT2　LPSのコア多糖の構

成糖であるL－DHep、　Glc、　Gal、　GlcNを含み、上記リピーティング

・ユニットの構成糖の含量は非常に少量であった。すなわち、　Frc．　H

は極少量の短い0抗原多糖鎖をもつLT2　LPSのコア多糖であることが示

された。一方、DPSから得られたFrc．　lllにはLPSの部分加水分解によ

って遊離したKDOのみが検出されたが、　Sed．　IIから得られたFrc．　HI

にはKDOはほとんど検出されなかった。この墜下は少量ながらSed．　III

に混在していたLPS成分以外の低分子個体成分であった。　KDOはSup．

IHのゲル濾過により得られたFrc．　lllに検出された。以上の結果、新た

に開発した迅速簡便法によって調製したSed．　IIIにはLPS　のコア多糖

に結合したO多糖側鎖、すなわちLPSの全多糖鎖とコア多糖が含まれ、

Sup．IIIには部分加水分解によって遊離したLPSの構成糖が含まれること

が明らかとなり、　Sed．　IIとSup．　IIIIの糖組成がLPSの全多糖部の糖組

成に相当することが示された。また、　Sed．　HとSup．皿は菌体から直

接、簡便な方法で分離した試料であるにもかかわらず、LPS以外の平体

成分の混入が極めて少なく、これら一画分はLPS多糖部の分析試料とし

て優れたものであった。

　S．Typhimurium　LT2の乾燥菌体10　g　（湿菌量100　g）から標準法で

あるWestpha1の熱フェノール／水法3）によって得られるLPSの収量は

150mg（収率：乾燥菌体の1．5％）で、これからさらに酢酸加水分解
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表16Salmonella　Typhimurium　LT2のDPS　と新迅速簡便分離法により調製したSed．　II　およびSup．　Ill

　　　のSephadex　G－50ゲルクロマトグラフィーにより得られた各画分の糖組成［mo1／3mol　L－D　Hep　1

収率 Abe Rha MaB　Gal Glc L－D

Hep
KDO　GlcN

Frc．　1 from　DPS
　　　Sed．　l1

32．1a）

61．7b）

23．1　36．2　45．2　39．5　7．6
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n
織
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9．4b）

4
ら
乙

5
　
　
●

n
U
n
り

O
J
7

0
　
　
●

n
U
n
U

睾
■
◎
り

門
口
〇

3．6　2．6

3．0　3．0
n
U
n
U

■
　
　
●

9
0
り
0

霊
G
d

織
n

ワ
4
5

0
n
U

Frc．　III　from DPS

Sed．　ll

Sup．　M

16．3a）

1．2b）

30．6c｝

trd）

tr r
r

十
U
⊥
し r
r

⊥
し
量
℃

十　十

tr

十

tr

［略語｝Abe：アベクォース、　Rha：ラムノース、　Man：マンノース、　Gal：ガラクトース、　Glc：グルコ

ース、L－D　Hep：L一グリ高高ーD一マンノヘプトース、　KDO：2一ケトー3一デオキシオクトン酸、　GlcN：グルコ

サミン　　［脚注］　a）DPSからの収率（％，　w／w）、b）Sed．1［1からの収率（％，　w／w）、c）Sup．皿

からの収率（％，w／w）、　d）tr：0．Ol以下、　e）nd：過ヨウ素酸・チオバルビツール酸反応陰性



とSephadex　G－50ゲル濾過によって分画されるLPSの全多糖側鎖（0多

糖一コア多糖）部の収量は、34．Omg　（収率：LPSの22．7％）であっ

た。一方、本迅速簡便法によるSed．　IIの収量は400　mg　（収率：　湿

菌の0．4％）で、この三分のSephadex　G－50ゲル濾過によって得られる

LPSの全多糖側鎖部の収量は246。8mg　（収率：Sed．　IIIの61．7％）

であった。これは上述のWestphal法の場合の0多糖一コア多糖部の収

量34．Omgに比較すると、約7．3倍量の0多糖一コア多糖部が調製でき

ることが明らかとなった。以上の結果から、この迅速簡便法は、これに

よって得られるLPS多糖側鎖部の収量の点においても非常に優れている

ことが示された。

2－2－3。　【　新迅速簡便分離法の腸内細菌とビブリオ科細菌

　　　　　　LPS多糖部抽出の有効性　】

　さらに本迅速簡便分離法の有効性を確認するため、腸内細菌科に属す

るS．Typhi揃uriu臥Escherichia　coli、　Shigella　flexneri、　Yersinia

enterocolitica、ビブリ：才科に属するPlesiom◎nas　shigelloidesおよ

びビブリオ属の5菌種の合計10菌種について、本迅速簡便分離法を応用

して得られたSed．　HとSup．　IHの両画分の糖組成とこれらの菌種から

常法により調製したLPSの糖組成とを比較検討した。　Sed．　Hの収量は

菌種により大きく異なり、　3g　の湿菌あたりビブリオ科細菌で3．2～

11。9mg、腸内細菌では25．4～69．1mg　であった。　Sed．　ll　の収率

は、長門のリピーティング・ユニットをもつS．　TyphimuriumやE．coli

では高く、ビブリオ属細菌、特に多糖三部が極めて短い（後述）V．vuln

ificus　やV．parahaemolyticusのそれは低く、その抽出収率にはLPS

多糖鎖部の分子量が大きく影響した。表17に本迅速簡便分離法により

上記10菌種の菌株から調製したLPS　多糖部の糖組成を示した。上段

の数値は、湿菌1g　あたりの糖重量（μg）を、また、下段（　）内の

それは各菌株から抽出・精製したLPS　の糖含量（％，　w／紛を示したも

のである。いずれの菌株においても本法により調製した三品の分析結果

45



表17グラム陰性細菌から新迅速簡便分離法により得たLPS多糖部（Sed．　IIとSup．　III）の糖組成と、常法により得たLPSの糖組成

G！c

D
P
一
e

Ψ
L
H

Gal Rha Fru　D－D
　　　Hep

Abe Man　KDO　Uronic　GlcN　Ga！N　ManN　QuiN　PerN　6dGai　6dG！c　6dGai　AS　I　AS2

　　　　　　acid　4N　4N　3N
S．Typhifnurium
一　LT2

150．5a｝　147，3　360．5　36g，5　一
（2．2）b）　（5．1）　（ll．3）　（10．2）　（一） ）鱒（

98．0　371．0　17e，O　一
（8．4）　（10．2）　（5．7）　（一）

31．5　一　一
（5．6）　（一）　（一） ）囎（ ）【（ ）一（ ）一（ ）一（ ）脚（ ）一（

E．co！i

　O　ll1

145．5　61．7　23＆6　201．8　一一
（7，6）　（6，9）　（8，4）　（Z6）　（一） ）尉（ ）一（

一一@158．0　一　164，1　一　一
（一・）　（6．5）　（一）　（IO，1）　（一一）　（一） ）一（

一　ll．6　一
（一）　（e．7）　O ）一（ ）繭（ ）葡（

Sh．　f！exneri

RN－3

570．2　112．9　63．4　992．7　一
（8．g）　（8．4）　（2．7）　（6．0）　（一） ）一（ ）｝（

一　145．2　一　455，4　一　一
（一）　（5．g）　（一）　（9．3）　（一）　（一） ）｝（ ）一（ ）一（ ）禰（ 〉一（ ）一（ ）庸（

Y．enterocolStica

09
65LO　409，5　136．5　一
（17，2）　（9．6）　（4．1）　（一）

一　　ユ50．5　　一

（一）　（4．1）　（一）

一　134．0　一
（一）　（4．2）　（一）

19．3　75．3　一
（5．5）　（6，2）　（一）

一　　エ24．3　　－

O　（1．6）　（一） ）一（ ）榊（ ）単（ ）榊（

pt

Pl，　shigelleides

O　39

V．cholerae

Ol　NIH　41

82．5　90．0　70，5　一一
（2．9）　（6，1）　（3，0）　（一）

231．0　153．0　一
（3．5）　（8．5）　（一）

）一（ ）噛（

一一@164．e　一
（一）　（4．4）　（一）

）一（

）備（

一　97．5　7＆5　12L5　ll＆5　一
（一一）　（5．9）　（3．7）　（IO，O）　（6．5）　（一）

）一（

Bdc）　一

（nd）　（一）

）一（ ）一（ ）囎（

4＆e　一　一一　！18．5　　231，9　一
（4，9）　（一）　（一）　（1．4）　（！1，4）　O

一　36，g　一　62，6
（一）　（1．1）　（一一）　（！．2）

）鞘（ ）葡（ ）一（ ）｝（

V，cholerae

0347エ5

196．8　119．g　85．e　一
（18．8）　（5．3）　（2．e）　（一）

92．e　292．4　一
（3．4）　（4．9）　（一） ）麟（

nd　一
（nd）　（一）

27．9　一　一
（4．7）　（一）　（一） ）幽（ ）輪（ ）轍（ ）一（

一　　ユ93．8　　一

（一）　（3．6）　（一）

V．fluvia！is

308－77

11＆O　7，2　121，3　一
（17，3）　（O，9）　（3，4）　（一）

一　114．6　一
（一）　（2．3）　（一） ）一（

nd　90．8　242．6　一　8．4　364．8　一
（nd）　（4．2）　（5，7）　（一）　（O．7）　（12．8）　（一） ）一（ ）轍（ ）鞘（ ）騨（ ）一（

V．vuinificus

ATCC　27562

125．0　225，4　一
（1．6）　（12．2）　（一） ）“（ ）糊（ ）轍（ ）｝（ ）一（

nd　一
（nd）　（一）

27，9　一一　一一
（3．2）　（一）　（一） ）一（ ）一（ ）欄（ ）一（ ）購（ 〉一（ ）一（

V．angtii！larum

PT－514

282．7　le5，6　一
（5．7）　（5，7）　（一）

一　110，9　一
（一一）　（1．e）　（一一） ）一（ ）騨（

nd　’一
（nd）　（一）

i2．8　一一　一一
（2．6）　（一）　（一） ）葡（ ）一（

一　lg，5　一
（一）　Q，4）　（一一） 〉輸（ ）騨（

［略語］Glc：グルコース、　L－D　Hep：L一グリセローD一マンノヘプトース、　Gai：ガラクトース、　Rha：ラムノース、　Fru：フルクトース、　D－D　Hep：D一グリセローD一マンノヘ

プトース、Abe：アベクォース、　Man：マンノース、　KDO：2一ケト　一3一デオキシオクトン酸、　GlcN：グルコサミン、　GaiN：ガラクトサミン、　ManN：マンノサミン、　QuiN：キノ

ボサミン、PerN：ペロサミン、6dGa！4N：4一アミノー4，6一一ジデオキシガラクトース、6dGlc4N：4一アミノー4，6一ジデオキシグルコース、6dGa！3N：3一アミノー3，6一ジデオキシガラク

トース、AS　1とAS2：未同定アミノ糖　　［脚注〕　a）湿菌19あたりの糖重量（μ9）、b）（）内の数値は常法により調製したLPSの糖含量（％，　w／w）、　c）nd：過ヨ
ウ素酸・チオバルビツール酸反応陰性



とLPSのそれとは定性的には完全に一致し、本法がビブリオ科細菌のみ

ならず、腸内細菌にも広く応用できることが明らかとなった。

第3節　LPS多糖部の糖組成に基づくビブリオ属細菌の化学分類

　　　　　　　　一迅速簡便分離法の応用一

2－3－1．　【　v．fluvialisのLPs多糖部の糖組成に基づく化学分類　】

　本研究で、新たに開発されたLPSの多糖鎖の新迅速簡便分離法を下痢

原性ビブリオV．fluvialisのLPS　多糖部の糖組成に基づく化学分類に

応用した。従来、我が国における　V．fluvialisおよび　V．furnissii

の血清型別は、国立予防衛生研究所（予研、現国立感染症研究所）と都

立衛生研究所（都衛研）においてそれぞれ独自になされ、予研は01～

028の28種類、都衛研は03を除く01～020の19種類に分類し
ていた。しかし、その後、本菌の血清型特上の混乱を防ぐため、また

international　useを目的として両研究所の血清型別が統合され、　35

種類の血清型別に再分類された59）。すなわち、都衛研で型別された19

種の血清型のうち、予研で型別された01～028のいずれかの血清型と

共通抗原性を示すものは予研の型置に従った血清型とし、また、それら

のいずれとも共通抗原性を示さない都南研の血清型は新血清型として0

29～035に分類された。これらの新血清型と予研および都衛研の旧血清

型との対応を表18に示した。本実験ではビブリオ科細菌の化学分類の

観点から、これら新たに分類された35種類の血清型菌株から新迅速簡

便分離法によりLPS多糖部を調製し、その糖組成を中心とする化学的性

状を比較検討した。また、新たに同一血清型に分類された予研由来と都

衛研由来の両菌株についても同様に検討した。

　表19にV．fluvialisの全血清型株のLPS多糖部の糖組成を示した。

v．fluvialisの35種の血清型はLPsの多糖部の糖組成に基づき、　21

種類の化学型に分類された。これらの化学型のうち、1、IV、　V、孤お

よびIXには複数の血清型が属するが、それ以外の化学型にはそれぞれ1
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表18　Vibrio　fluvialis　の新血清型別に対応する国立
　　　予防衛生研究所由来株と都立衛生研究所由来株

0血清型

統合された
新血清型

新血清型に対
応する予研株a）

新血清型に対応
する妙妙研株b）

1
2
3
4
5
6
7
8
9
1
0
1
1
1
2
1
3
1
4
1
5
1
6
1
7
1
8
1
9
2
0
2
1
2
2
2
3
2
4
2
5
2
6
2
7
2
8
2
9
3
0
3
1
3
2
3
3
3
4
3
5

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

NIH　01
NIH　02
興IHO3
NIH　04
NIH　05
NIH　06
NIH　07
NIH　08
NIH　09
NIH　OIO
NIH　OH
NIH　012
NIH　013
NIH　014
N田Ois
NIH　016
NIH　017
NIH　018
NIH　019
NIH　020
11H　021
NIH　022
Nlff　023
NIH　024
NIH　025
NIH　026
NIH　027
NIH　028

TMR　017

TMR　013
TMR　02e
TMR　011

TMR　01

TMR　016
TMR　012

［1］MR　07

TMR　014
TMR　08

TMR　04

TMR　019

TMR　02
TMR　05
TMR　06
TMR　09
TMR　010
TMR　015
TMR　018

［略語l　a）予研（NIH）：国立予防衛生研究所（現国立
感染症研究所）、　b）都学研（TMR）：都立衛生研究所
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表19新迅速簡便分離法により調製したLPS

　　　［　scg／g　of　wet　cells　］

多糖部の糖組成に基づくVibrio　fluvialisの全血清型菌株の化学分類

凹
型

イ
鯖
型

L－B

Hep
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Hep
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朋
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3
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5
3
1
3
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3
4
3
5
1
4
1
6
2
0
2
8
6
4
3
9
5
7
1
2
2
9
3
3
1
0
1
1
8
1
3
2
7
2
6
1
8
1
9
3
2
1
7
2
2

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

5
5
3
3
5
3
7
4
8
9
4
5
9
2
5
0
1
3
1
4
3
0
4
6
7
0
7
8
6
2
3
9
0
6
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　8．4

92．1

59．2

141．5

2i．7

55．4

68．3

so．g
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133．0

0
5
8
4
0
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3
8

り
　

　
　

リ
　

ロ
　

や
　

ロ
　

の
　

の
　

　
　
　

6
3
9
2
0
0
7
4
0
7

1
6
5
3
7
0
1
8
7
3

　
　
　
　
　
3
　
　
　9血

n

Q
》
5
9
恥
◎
σ
り
0

7
4
り
0
4
0
0

2
1
0
R
》
0
0

1
　
　1

49．6

235．4

259．5

46．0

38．3

58．4

765．6

9e．5

　　　　1e．0

77．5　82．0

189．2　202．2

11i．9　138．4

137．4

i50．2

　　　　　　　　　1．2

　　　　　　　　　7．8

　　　　　　　　　2．2

　　　　　　　　　L5

　　　　　　　　　L6

　　　　　　　　19．4

　　　　　　　　　3．8

　　　　　　　　　5．O

　　　　　　　l34．7

　　　　　　　　　1．5

　　　　　　　　　1．6

　　　　　　　　　1．3

　　　　　　　　12．7

　　　　　　　　12．1

　　　　　　　　　1．8

　　　　　　　　　1．3

　　　　　　　　20．4

　　　　　　　　　4．5

　　　　　　　　　6．2

　　　　　　　　　4．O

　　　　　　　　　L5

　　　　　　　　10．7

　　　　　　　　48．e

　　　　　　　　67．2

　　　　　　　　　2．0

　　　　　　　　　1．5

　　　　　　　　　2．g

　　　　　　　　23．9

　　　　　　　　97．1ii1

42．8　一　251．2

54．6　一一　9．9

16．7　一　5．1

6L7　一　5．2
36e．O　89e．2　5＆1

　　　　266．e　33．7

58．2

37．　6

90．1

25．0

　3．　6

174．9

　3．e

10．6

4．　3

81．g

LO
9．9

37．0

　　　27．8

2．4　29．8

一　29．5

2．5　一

80．7

5．　9

3．　4

3．　3

1－7．1

32．8　14．2

72．1　　　　nd呂）

96．3　nd

48．0　nd

80．2　nd

65．Z　nd

59．5　nd

55．8　41．eb｝

23．2　nd

36．7　nd

54．7　nd

69．3　nd

47．0　nd

61．e　nd

26．5　nd

44．8　nd

le7．7　nd

55．2　nd

54．7　nd

132．5　nd

88．1　nd

55．0　nd

93．9　nd

4Zg　nd
13．2　nd

2eO．6　47．7b）

26．6　nd

IO2．8　nd

138．9　nd

31．4　nd

39．7　nd

118．e　132．Ob｝

65．8　Rd

33．2　nd

80．0　nd

52．6　nd

1略語｝L－DHep：L一グリセローD一マンノヘプトース、　D－D　Hep：D一グリセローD一マンノヘプトース、　Glc：グルコース、　Gal：ガラ

クトース、Rha：ラムノース、　Fuc：フコース、　Mar｝：マンノース、　Fru：フルクトース、　GlcN：グルコサミン、　GalN：ガラクトサ

ミン、ぬ洲：マンノサミン、QuiN：キノボサミン、　PerN：ペロサミン、　GalVA：ガラクツロン酸、　TBA：過ヨウ素酸・チオバルビ

ツール酸反応陽性物質　　［脚注］a）nd：過ヨウ素酸・チオバルビツール酸反応陰性、　b）Kl］K］）として定量

49



種類のみの血清型が分類された。全血清型菌株のLPS　多糖部の共通構

成糖として、L－D　Hep、　D－D　Hep、　Glc、　GlcNとGalUA　が検出され

た。これらの構成糖のうち、全血清型のLPS多糖部にD－D　HepとGalUA

が共に検出される菌種はビブリオ科細菌では現在知られている限りでは

V．fhviahsとV．furnissiiのみ8・60｝であり、両菌種は、血清学的性

状のみならず、これらの糖の存在の有無により他の類縁ビブリオと明確

に区別された。イナバ因子CをもっことによってOiコレラ菌イナバ型

株と交叉反応性を示すv．fluvialis　o　19　のLPs　多糖部には、01

コレラ菌イナバ型のLPS多糖部におけると同様にPerNとQuiNのペア

6nが検出された。　KDOは両菌種のいずれの血清型株にも検出されず、

KDOの見掛け上の欠損は一部の例外を除いてビブリオ科細菌全般に共通

した分類学上の一指標となり得るという従来の見解を裏付ける結果であ

った13）。v．fluvialis　o　21、019、018のLPs　多糖部にはTBA反応

陽性物質が検出されたが、いずれもHVPEにおいてKDOとは異なる移動

度を示した。これらの物質のうち、018に検出された物質は、RVPE　に

おいてV．parahaemolyticus　O　7と012　LPS　に検出された62）2－keto

－3－deoxy－D－threo－hex◎ftic　acidと同じ移動度を示した。従って、　V．fl

uvialis　O　18　LPS多糖部から検出されるTBA反応陽性物質は2－keto－3－

deoxy－D－tl｝reo－hexonic　ac鋪　である可能性が示唆された。

2－3－2．　K　交叉反応性を示すV。fluvialis　窪手研株と予研株の

　　　　　　LPS多糖部の糖組成の検討　薯

　凝集反応と凝集素吸収試験において交叉反応性を示し、新血清門別に

よって同一血清型に分類された都衛研と予研由来株のLPS　多糖部の糖

組成を表20と表21に示した。表20に示した8種類それぞれの血清

型に属する両研究所由来株のLPS　多糖部はいずれも定性的に同一の糖

組成をもち、同じ化学型に分類された。また、それぞれの血清型に属す

る2株のLPS　多糖部の糖組成は、定量的にも非常に類似しており、両

株のLPSは同じ構造の0多糖鎖をもつと思われた。一方、表21に示す
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0
一

表20　同一血清型に分類されたVibrio　fluvialisの国立予防衛生研究所および都立衛生研究所由来株から新迅速簡便分離法により
　　　調製したLPS多糖部の室諏一その1一　［μg／g　of　wet　cells］

O血清型　　化学型 L－D　D－D　Glc　Ga！　Rha　Fuc　MaR　Fru　GlcN　GalN　MaBN　QuiN　GalUA　TBA
Hep　Hep

Ol
　NIHa）　一一　1

　TMRb）　一17
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　NIH　一4
　TMR　一20

05
　NIH　一5
　TMR　一11

07
　NIH　一7
　TMR　一ユ
O　13

　NIH　一13
　TMR　一一7

0　17

　NIH　一17
　TMR　一14
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0　2e
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　TMR　’m　4

V
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V
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T
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▼
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T
・
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V
A
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T
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T
一
の

V
V

T
一
一
↑
⊥

V
A
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A
V
A
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X五
四
H

▽
￥
V

V
A
V
A

V
V

le．4　72．3　386．2　27．0
7．e　89．4　462．8　79．1

12．0　89．2　225．6　59，4
25．0　56．1　143．8　38．0
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魯：8　　乙9：1；　甕i塁§：8　 1i窪含：ぎ　 i乙2：塁　 1iラζ：9　　＝

24．6　67，8　282．8　30．4
32．0　58．9　122．0　35．e

37．9　76．7　2！9．4　44．4

22．8　34，2　84．6　2！．e

2．2　186．2　43．2　68．3
21．6　139．8　126．6　41．4

1：1＝二＝ 36．e　ndc）

53．2　nd

：　lgzi2　：　ii？　2sii　igi2　Rg

＝　ll：12瀧

：　iZI2　Z218，　：　一一一一

37．0　nd
50．e　Rd

66．0　nd
49．2　nd

：　ligi2　：　：　kil　21ii　n，g

＝　　 il§8：§　 等｝毒～；：8　 199：量

g13　：
7
1

1
一
膚
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：　iZ16　i16，

33．3　nd
35．2　nd

27．4　63．0
！8．5　64．5d）

27．3　nd
34．3　nd

［略語］L－DHep：L一グリセローD一マンノヘプトース、　D－D　Hep：D一グリセロ＋マンノヘプトース、　Glc：グルコース、　Gal：
ガラクトーース、Rha：ラムノース、　Fuc：フコース、　Man：マンノース、　Fru：フルクトース、　Glcl：グルコサミン、　GalN：ガ
ラクトサミン、ManN：マンノサミン、　QuiN：キノボサミン、　GalUA：ガラクツロン酸、　KDO：2一ケト＋デオキシオクトン酸、
TBA：過ヨウ素酸・チ才バルビツール酸反応陽性物質　［脚注］a）NIH：国立予防衛生研究所（現国立感染症研究所）、b）TMR：
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如く、03、010、011および025　の4種の血清型のそれぞれに属す

る2株間では、LPS多糖部の糖組成に差が認められた。03の2株では

Gal、RhaおよびFuc、010ではManNとTBA反応陽性物質、011では

Fuc、025ではRhaの有無によりそれぞれ異なる化学型に分類され、こ

れら同一の血清型に属する由来の異なる2株は一部血清学的特異性を共

有するものの、それぞれ独自の特異性をもつことが示唆され、さらに糖

代謝における生化学的性状も異なっていた。特に025に属する都衛研由

来株（TMR－19）は、前述の21種類のいずれの化学型とも異なる、新しい

化学型であった。

2－3－3．　【　V．cholerae　O　2～0161（non一　01V．cholerae）の

　　　　　　LPS多糖部の糖組成に基づく化学分類　】

　non一　01V．cholerae　は、急性伝染病コレラの原因菌であるOlV．ch

olerae　の抗血清に凝集せず、　NAG（non－agglutinable）ビブリオとも

呼ばれる。本菌は01V．cholerae　と同一の形態学的、生化学的性状を

示すが、急性伝染病コレラの原因菌とはならず、従来は散発的または集

団下痢症の原因菌と見傲されてきた。しかし、1992年10月頃から発生し

たインド亜大陸を中心とするコレラ大流行の原因菌としてV．cholerae

O139が同定され63》、従来の医学的、細菌学的常識を破って、　non一・0

1V．cholerae　にも01V．choleraeと同様に、コレラの原因菌となるも

のがあることが知られるようになった。0139以外のnon－01V．chol

erae　は本邦においては、主に海外旅行者や輸入生鮮魚介類による輸入

感染症の原因菌として注目されている。本甲は血清学的には02から0

155までの154種類に分類されることが報告されているが6　4）、その後

さらに新たな血清型が見出されており、現在170以上の血清型に分類さ

れている。すでにKondo　ら28）は02～041、044、068の42種の

non一・01V．cholerae　についてLPS　多糖部の糖組成に基づく化学分類

を行ない、これら42種の血清型は24種の化学型に分類されることを

示した。本研究ではこれら42種以外の入手可能なすべてのnon－01
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V．cholerae　から、本研究によって開発された新迅速簡便分離法により

LPS多糖部を調製し、コレラ菌全体のLPS多糖部の糖組成に基づく化学

分類の確立を目指した。

　V．cholerae　O2～O161の全血清型菌株より迅速簡便分離法で得た

LPS多糖部の糖組成に基づく化学分i類を表22に示した。160種類の血清

型はLPSの多糖部の糖組成に基づき、　U3種類の化学型に分類された。

9種類の血清型菌株が含まれる化学型1をはじめとして複数の血清型で

構成される化学型が23種類あり、それ以外の化学型にはそれぞれ1種

類のみの血清型が対応した。全血清型菌株のLPS多糖部の共通構成糖と

してL－DHepとGlc　が検出された。また、多くの血清型株に検出され

るGlcN　とFru　を含まないものはそれぞれX2化学型（X4血清型、

全体の8．7％）および45化学型（58血清型、全体の36．9％）に見

出された。　KDO　はいずれの血清型にも検出されず、　KDOの検出法であ

るTBA反応に陽性を示すものがX7化学型（17血清型、全体の10．6

％）に見出された。しかし、これらのTBA反応陽性物質は、　HVPEにおい

ていずれもKDOとは異なる移動度を示し、　KDOとは異なる物質であるこ

とが明らかにされた。

　ReR一　01V．cholerae　のLPS多糖部の化学的特徴の一つとして、表23

に示す如く、多種の2一、3一または4一躍頚。－6－6e◎x擁ex◎seが検出さ

れた。なかでも2一躍鍮。－6deoxぬex◎seの検出率は高く、2－a磁魏。－2，6－

dideoxyglucose（恥姻）は67種（4L6％）の血清型菌株から、ま

た2－awaino－2，6－dideoxygalactose（FucN）は34種（2Ll％）の血

清型菌株から検出された。この他、　3－a離購一3，6一“廻e◎xygl聰cose、3一

躍魏◎一3，6－dideoxygalactose　および4一躍搬04，6－dideoxy鵬醜難ose（

PerN）がそれぞれ14血清型（8。7％）、2血清型（1．・2％）、4血清

型（2．5％）から検出された。これらのアミノ糖は単独または種々の組

み合わせで見出され、このことが勲膿一〇1V．cholerae　の血清型の多

様性を反映しているものと思われる。

　また、本研究において検討した160種の血清型のうち、化学型56、

57、および60に分類されたものは最も単純な糖組成を示した65）。す
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表22　薪遜速簡便分離法により謬製したLPS　多糖部の轄親成に基づくnon・一〇1Vibrio　choierae　O　2～0161の化学分類　［　gg／gof　weもce蕪s】
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なわち全菌株の共通構成糖であるGlc、　L－D　Hepの他に化学型56では

Gal、化学型57ではGicN、化学型60ではQuiNを含む3種類の糖

により構成されていた。これらのLPS多糖鎖はS型腸内細菌LPSの多糖

鎖に比べ、比較的短鎖であることが予想され、次章で述べるSDS－PAGE

により分子構築を検討した。結果については後述する。

考 察

　本章では、グラム陰性細菌のLPSを抽出・精製することなく、菌体か

ら直接迅速簡便な方法によってLPS多糖鎖を調製する画期的な新迅速簡

便分離法の開発と、そのビブリオ科細菌のLPS多糖部の糖組成に基づく

化学分類への応用について述べた。

　本研究において新たに開発されたグラム陰性菌0抗原LPS全多糖側鎖

部の画期的な迅速簡便調製法の原理は以下の通りである。図6に示す如

く、グラム陰性菌の湿菌を鐙％酢酸に分散して190℃、L5時闇加熱

すると、罪体の細胞壁外膜中に躁磁orとして強く結合しているリピド

Aとコア多糖のKDOとの間のケトシド結合が切断され、　LPS　の全多糖

側鎖（0多糖一コア多糖）部は菌体から反応液中に可溶性となって遊離

する。この鱒％酢酸加熱抽出液の遠心上清に冷却下TCA（終末濃度10

％）を加えて除核蛋白を行ない、その遠心上清に適量のアセトンを添加

して溶存する0多糖一コア多糖部を分画沈殿すれば0抗原LPSの全多糖

側鎖部が分離できる。すなわち。この方法によってグラム陰性菌の菌体

からLPSを常法により長時間かけて抽出、分離、精製することなく、菌

体から直接、　LPSの多糖鎖のみを迅速簡便に調製できる。以上が本研究

によって開発に成功したグラム陰性菌L器多糖鎖の迅速簡便分離法の原

理である。

　新迅速簡便分離法によって調製した四品は、ゲル濾過とそれによって

得られた画分の化学分析により、　LPS多糖部以外の爽雑物（国体成分）

を殆ど含まず、その糖組成もLPSから調製したLPS多糖鎖と少なくとも

定性的には同じであることが示され、　LPS多糖部の分析試料として十分
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図6　菌体からのUPS多糖部の迅速簡便分離法の原理

に優れた標品であった。従来の、抽出・精製したLPS　からLPS多糖鎖

を調製する方法では、菌体の大量培養、フェノール／水抽出、超遠心の

反復、長時間の透析、凍結乾燥などによるLPSの精製、　LPSの加水分解

とゲル濾過による多糖鎖の分画など、少なくとも10日以上に亘る作業

が必要であった。新しく開発された本迅速簡便法によれば、1リットル

の培養液から1日の作業で構成糖の分析に十分な量のLPS多糖鎖を調製

することができ、しかも同時に数菌株のLPS多糖鎖を調製することが可

能である。この観点から、本法は多数の患者あるいは環境分離株や、多
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くの0抗原型に分類される菌種のLPS多糖部の糖組成を分析するにあた

って、極めて優れた有効な方法であるといえる。

　本簡便法の応用として、　Lfluvialis　の現在知られている35種類

の全血清型と、　non－01X．cholerae　の160種類の血清型のLPS多糖

部の糖組成に基づく化学分類を行なった。v．fluvialisの35種類の血

清型は21種類の化学型に分類され6　6｝、異なる血清型でも同じ糖組成

のLPS多糖鎖をもつものが見出された。これらの菌株では、　LPS多糖鎖

を構成する糖の結合様式が異なるものと推察される。また、同じ血清型

に分類されているものの、予研と都衛研由来株ではLPS多糖部の糖組成

が異なるものが数株見出された。これらの菌株のLPS　多糖鎖では、菌

株の0抗原特異性を決定する部分は同一の構造をもつが、血清学的特異

性に関与しない糖鎖部、例えばコア多糖部の構造が異なるか、または一

部の共通構造によって共通抗原性を示すものと思われる。

　v．fluvialis　Lpsの化学的特徴の一つとして、すべての血清型株で

D－DHepとGaNA　が検出されることが挙げられる67）。LPS多糖部の

構成糖としてこれら2種類の糖が検出されるのは、ビブリオ科細菌では

v．fiuvialisとv。fur瓢ssiiのみであり8）、両菌種の類似性が示される

と共に、これら両菌種はLPS　多糖部の糖組成に基づく化学分類によっ

て、他のビブリオ科細菌と明瞭に区別できることが明らかとなった。

　本迅速簡便分離法はまた、　non－01V．cholerae　のLPS多糖部の糖

組成に基づく化学分類にも応用され65）、KORdoら54｝の成績と合わせ

て現在報告されているnon－01V．cholerae　のすべての血清型株と、

さらにその後新たに見出された血清型株も含めて全血清置戸on－01V．

cholerae　のLPS多糖部の糖組成に基づく化学分i類を完成した。　nOit－

01V．cholerae　の02～0161の160種類の血清型は113種類の化学

型に分類され、この中には、複数の血清型で構成される化学型が23種

類あった。これらの化学型に属する血清型のLPSでは、上記のV。fluvi

alis　の場合と同様に、　Lps多糖部の糖組成は同じでも血清学的特異性

に関与する部分の構造は異なるものと思われる。また0140（HakattS

株）では、KORdoら6　8｝が報告したと同様にGal　とGalNの有無によ

61



り、同一血清型が2つの化学型に分類され、これらの糖組成は0140の

血清学的特異性の決定には関与しないことが示された。01V．cholerae

LPSの0抗原特異多糖鎖は、　D－PerNのα（1→2）結合ホモポリマーとD

－QuiNで構1成される’9・69）ことが知られている。従って、これらの両糖

の存在が、LPSの糖組成に基づく01V．cholerae　の同定のための大き

な指標となっている。本研究において076と0144および0149のLPS

多糖部にPerNとともに爆弾が検出された。しかしすでに報告されて

いるように2　4）、076と0144の両血清型LPSの0多糖鎖はともにL－

PerNのa（1→2）結合ホモポリマーであり、さらに両LPS多糖鎖には01

V．cholerae　には検出されないG撮が含まれていた。また、0149　LPS

多糖鎖の糖組成も　晦疑を含むなどの点で、01LPSのそれとは異なっ

ていた。すなわち、160種の血清型の湘動01V．薇磁e臓eの中には、

01V．cholerfte　と同じ化学型に属するものは見出されず、01V。磁01

erae　はそれのみで　独自の化学型に属するこ：とが確認された。　F難

とGlcNはともに01V．磯01erae　LPS　のコアの構成糖であり、その構

造も最近解明されている70）。鶴川一〇1V．cholerae　LPS　もこれと同じ

構造のコアをもっことが予想されたが、F騰は難黙01V．choleraeの

血清型全体の36％の血清型株では検出されず、また、GlcN　の検出さ

れない血清型株も8．7％見出された。さらにFru　とGlcNともに検出

されないものが全体の　＆1％の血清型株で見出された。これら両構成

糖の有無に関しては数種の組み合わせが認められ、賄。翻01V．cholerae

LPSではコアの化学構造においても血清型によって数種のバリエーショ

ンがあることが明らかとなった。

　本研究では、改良および新迅速簡便分離法を用いて多くの菌種のビブ

リオ属細菌のLPS多糖部の糖組成に基づく化学分類が行なわれたが、そ

の結果、これらの菌種のLPS　に共通する、換言すればビブリオ属ある

いはビブリオ科細菌全体に共通する化学的特徴として、常法によっては

KDOが検出されないことが挙げられる。すでにffisatsune　ら8）はビブ

リニ才科を構成する各属の代表株のLPS　について同様な報告をしている

が、本研究によってさらに多種の菌種において確認された。前述の如く、
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ビブリオ科に属するいくつかの菌種のLPSでは、　KDO領域の構造解析が

行なわれ、　KDOは4位にリン酸基をもち、5位が多糖部との結合位置で

あることが示されている。本研究で用いた多くの菌種のLPSにおいても

それらのKD◎領域は同様な構造をもつごとが強く示唆され、このことは

また、ビブリオ科細菌全体に共通するLPSの化学構造上の一大特徴であ

ると思われる。

　以上に述べた如く、本研究で開発されたLPS　多糖鎖の新迅速簡便分

離法は、ビブリオ科細菌全般の菌種に応用できるとともに、さらに他の

グラム陰性菌からのLPS　多糖鎖の分離においても極めて良好な成績が

得られた。また本法をgeon－01V．cholerfte　をはじめとして多菌種、

多種類の磁清型株に応用することにより多くの貴重な知見を得ることが

できた。本法をさらに多くの菌種に応用することによって、それらの菌

種の建S　多糖部の糖組成に基づく化学分類を完成することが可能とな

った。
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第三章　ビブリオ科細菌LPS　の分子構築

　Hisatsuneら8｝は先に、ビブリオ科を構成する全4属の代表的菌種に

ついてそのLPSの糖組成を中心とした化学的特徴を報告した。その結果

から、ビブリオ科細菌、特にビブリオ属細菌の中には、LPSの糖組成に

おいて、腸内細菌など多くのグラム陰性菌LPSと異なり、高分子の多糖

鎖をもたないものがあることが予想された。そこで本研究では、ビブリ

オ科全体、特にビブリオ属を構成する菌種を中心として、そのLPSの分

子構築を検討した。本研究に用いたビブリオ属細菌は、現在Bergey’s

Manual　of　Systematic　Bacteri◎10gy　（第9版）nに記載されている20

種類の菌種（表24参照）のうち、V。splendidus、　V．pelagius、V．ni

gripulchritudo、　V．logei、V．gazog・en　esおよびV．　marinus　の6種を

除く　14菌種と、その後、新病原ビブリオとして新たに種名が認定され

たV．furnissii、　V．orda！ii、　V．damsela、　V．　mimicus、　V．hollisae

およびかつてY．　一rmt　s　chnxkOViX　の1生物型として記載されたX．alben

sisの合計20菌種である。本章ではLPS　の分子構築を検討するにあ

たり、まず、従来LPSの性状が報告されていない上記5種の新型病原ビ

ブリオのうち、前章で述べたv．・twimicu・s’を除く4菌種からLpsを調製

し、その性状を検討した。

第一節　新型病原ビブリオLPSの化学的、生物学的性状

　表25にV．furnissii、　V．ordalii、V．damsela、V．hollisae　のLPS

の糖組成を示した。Bergey’s　Manuai　of　Systematic　Bacteriology（第

9版）においてv．fluvialis　の生物型lllに分類されているv．・furniss

ii　LPsは、第二章で述べたv．fluvialis　O6　（化学型w）のLPs多糖

部と非常に類似した糖組成であったが、　TBA　反応陽性物質が検出され、

v．fluvialisのいずれの化学型にも属さなかった。このTBA　反応陽性

物質は、　HvPEによりv。fluvialis　のLPs多糖部に検出された物質と

は異なる物質であることが示された。V．aftguillarUPtの生物型］［1に分類
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表24Bergey’s　Manual　of　Systematic　Bac毛eriology

　　　　　　れているビブリオ属細菌

L
乞
翫
4
5
⑥
乳
ε
9
．
皿

Vibrio　cholerae

Vibrio　raetschnikovii

Vibrio　harveyi

Vibrio　campbellii

Vibrio　parahaemolyticus

第9版に記載さ

Vibrio　alginolyticus

Vibrio

Vibrio

Vibrio

Vibrio

natriegens

vu！nificus

Rerels

fluvialis

11．　Vibrio　sp！endidus

12．　Vibrio　pelagius

13．

14．

Vibrio　nigripulchritudo

bioval　I

bioval　II

bioval　I

biovai　ff

bioval　I

bieval　l1

15．

16．

17．

18．

19．

20．

Vibrio　anguillarum

Vibrio　fischeri

Vibrio　logei

Vibrio　proteolyticus

bioval　I

bioval　U

Vibrio　gazogenes

Vibrio　marinus

Vibrio　costicola

Type　straiR　：　ATCC

　　　　　　　　　　　　　NCTC

　　　　　　　　　　　　　ATCC

　　　　　　　　　　　　　ATCC

　　　　　　　　　　　　　ATCC

　　　　　　　　　　　　　A’lrcc

　　　　　　　　　　　　　ATCC

　　　　　　　　　　　　　ATCC

　　　　　　　　　　　　　ATCC

　　　　　　　　　　　　　NCTC

14035

8443

14126

25920

17802

17749

14048

27562

25917

11327

ATCC　33125

ATCC　25916

A’1］CC　27043

ATCC　19264

ATCC　7744

ATCC　29985

ATCC　15338

ATCC　29988

ATCC　15381

ATCC　33508

新たに認定されたビブリオ属細菌

●
　
　
　
●
　
　
　
●
　
　
　
●
　
　
　
O

a
b
C
d
e

Vibrio

Vibrie

Vibrio

furnissii for

for

V．fluvialis

　　　　　　　ordalii

　　　　　　　damsela

Vibrio　rnimicus

Vibrio　hellisae

V．　anguillarum

bioval　II

bieval　ff

6　5



表25新型病原ビブリオLPSの糖組成　［％，》朗

菌　　株 Glc　Gal　Fru　L－D　D－D　GIcN　GalN　QuiN　Urcnic　6d　KDQ　TBA　X

　　　　　　　　　Hep　Hep　ftcid　Glc4N

V．furnissii 3．i　3．0 1．5　5．0　4．5　i．7　＆9　5．e nda｝　2．9b）　÷

V．ordalii 56．7　1．2 11e　O 4．　2

①
① V．damsela 5・3　le7　1・5　2・3 2e5　5・9

5．7　nd

Rd

十

牽

V．hcl！isae 3．　4 9．2 9・6　leO fid 一i一

［略語］G！c：グルコース、Ga1：ガラクトース、　Frg：フルクトース、　L－D　Hep；レグリセロ　一D一マンノヘプ

トース、　D－DHep：D一グリセロ・一D一一マンノヘプトース、　GlcN：グルコサミン、　GaiN：ガラクトサミン、

QuiN：キノボサミン、　6dGlc41：4一アミノー4．6一ジデ才キシグルコース、　KDO：2一ケトー3一デオキシオクトン酸、

TBA：Weissbachの過ヨウ素酸・チ才バルビツール酸反応陽性物質、　X：LPSの強酸加水分解産物中に検出される

過ヨウ素酸・チオバルビツール酸反応陽性物質　［脚注］a）綴：非検出、　h）KDOとして定量



されるV．ordali三LPS　では6dGic4N　が構成糖として検出され、　V．an

gzzillarumaの血清型Bと類似した糖組成をもっていた。しかし、本LPS

の糖組成は、V．ang磁llaru脇のA、　B、　C　いずれの血清型株および他の

血清型不明株の糖組成とも一致しなかった。V．damsela　LPSはFruを含

み、V．choierae　およびV．miwaiczzs　のLPSと類似した糖組成であった。

KDOは常法によってはいずれの菌種のLPS　からも検出されず、また各

LPSの強酸加水分解産物中にはHVPEによってKDO一リン酸が検出され、

他のビブリオ属細菌のLPSと一致した性状が認められた。　LPSの脂肪酸

組成では表26に示す如く、v．ordalii、v．dftmsela、v．he1・li　sae　の

LPSはほぼ一致した組成であったが、　V．f凝瓢ss員LPSではさらにC12：

9、CX5：0、C17：0などが少量検出され、複雑な脂肪酸組成を示した。

エステル交換反応の結果、これら4種のLPSではいずれも3－9ff　Ci4：9

のみがアミド結合脂肪酸であることが示された。リムルスゲル化試験に

おいてこれら4種のLPS　はいずれも0。01　ng／認～0．1R9／mlの濃度

で完全なゲル化を生じ、他のビブリオ科細菌と同様、強い内毒素活性が

認められた。

第二節　ビブリオ科細菌LPSの分子構築

3－2通．　羅　ビブリオ科細菌LPS　のドデシル硫酸ナトリウムー

　　　　　　ポリアクリアミドゲル電気泳動（SDS－PAGE）　藷

　LPSは基本的には親水性の多糖部分とリピドAと呼ばれる疎水性の脂

質部分から構成される高分子両親媒性複合体であり、ほぼすべてのグラ

ム陰性細菌細胞壁中に共通して存在する。しかしながらその分子構i築、

すなわち化学構造は菌群（科または属）または菌種の相違によりそれぞ

れ異なっており、また同一細菌においてもLPS　は均一な分子集団では

なく、生合成の過程に基づく極めて多くの分子種を含む不均一な分子集

団である。このようなLPS　の分子構築および不均一性を調べる手段と

してSDS－PAGEが多用される。
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表26新型病原ビブリオLPS　の脂肪酸組成　［mol／2mo13－OH　C14：01

菌　　株 収率a） C12：0　C14：0　C15：e　C16：0　C16：1　C17：0　C18：1　3－OH　3－OH

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Ci2：0　C14：0

V．　furAiSSii 35．0 O．　1 LO O．　3 1．　8 1．　0 O．　7 O．　2 O．　7 2．　0

①
○
○

V．ordaiii

V．　damsela

18．　8

11．　5

L8

O．　7

2．　0

O．　5

O．　8

g．　7

O．　5

O．　2

O．　8

e．　2

2．　0

2．　0

V．hollisae 20．8 8．　5 i．　o O．　4 O．　4 1．　0 2．　0

［略語］C12：0；ドデカン酸、　C14：0；テトラデカン酸、　C15：0；ペンタデカン酸、　C16：0；ヘキサ

デカン酸、　C16：1；ヘキサデセン酸、　C17：0；ヘプタデカン酸、　Ci8：1；オクタデセン酸、

3－OH　C12：0；3一ヒドロキシドデカン酸、　3－OH　C14：0；3一ヒドロキシテトラデカン酸　［脚注］a）LPS

からの収率（％，　W／W）



　一般にSDS－PAGEでは腸内細菌などの典型的S型（Smooth型）LPS

は、高分子領域から低分子領域に亘り、多くの階段状バンドとして泳動

される。S型LPSにみられるこのような多数のバンドは0多糖部分を構

成するリピーティング・ユニットの数の違いなど、LPS分子の不均一性

を示すものである。一方、その0抗原多糖側鎖を欠損するR変異株LPS

ではS型LPS　で認められた階段状のバンドはみられず、低分子領域に

1～数本のバンドとして泳動されることが知られている。このように

SDS－PAGE　における泳動像からそのLPS　の分子構築、すなわちリピー

ティング・ユニットで構成される高分子の0抗原多糖側鎖の有無やLPS

分子の大きさ、不均一性などを知ることができる。

　グラム陰性菌の多くの菌種のLPSは、前述の如く、リピーティング・

ユニットで構成される高分子の0多糖鎖をもつ。しかし、前節で述べた

如く、ビブリオ科細菌のある菌種のLPSから弱酸加水分解によって分離

した多糖鎖の分子量は、腸内細菌LPSより調製した多糖部のそれに比べ

て非常に小さい。このことはこれらのLPS　は化学的にはR型に近い非

常に低分子の野晒で構成されていることを示唆する。そこで本節では、

ビブリオ属を中心に、ビブリオ科を構成するその他のPhotobacterium、

Aeromonas、およびPlesiomonas　属も含めてそれらのLPSの分子構築

をSDS－PAGEによって検討した。

3－2－1－a．　〔　V．parahaemolyticus　LPSのSDS－PAGE　】

　V．parahaemolyticus　は現在01～013　までの13種の0抗原型が

存在することが知られている。これら13種の0抗原型LPSはいずれも

SDS－PAGEにおいて低分子領域に1本または数本のバンドとして泳動され

（図7、8）、対照として用いたS型LPS　であるS．Typhimurium　LT2

LPSの泳動像とは異なり、むしろR変異株であるS．Minnesota　R595の

LPSのそれに近い泳動像が認められた。従って、　V．parahaemolyticus

O1～013のすべての血清型株は、　S型colony　morphologyと明らかな

血清学的0特異性、およびはっきりした病原性をもつ点で明らかにS型
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であるにも拘らず、それらのLPSは通常のS型LPSのコアに相当する低

分子の糖鎖で構成されるLPS、すなわち化学的にはR型LPS［いわゆる

LOS〔lipooligosaccharide）］であることが明らかとなったT1｝。

3－2－1－b．　【V．anguillarum　LPSのSDS－PAGE　】

　図9に浜名湖産病変稚アユから分離されたA、B、　C各血清型とNCMB

標準株および血清型不明のV．anguillarum　LPS　のSDS－PAGE像を示し

た。　！．an　uillarum　LPS　は血清型の相違によりそれぞれ異なる泳動パ

ターンを示した。血清型Aに属するPT－24　LPSは中分子～低分子領域に

亘る淡いブロードなバンドとして泳動され、一方、同じ血清型A型に属

するH－107株では低分子領域に濃・淡2本のバンドとして泳動され、同
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図9　Vibrio　anguillaru皿LPSのSDS－PAGE像
　　　PT　24，　Hlo7⇒　血清型A　PT496，　PI］514，　H88⇒　血清型B
　　　PT213，　H132⇒　血清型C　H107⇒　血清型不明
　　　R595：Salmnella　Minnesota　R595（R型LPS　contro1）
　　　LT2；Salmonella　Typhi皿urium　LT2〔S型LPS　contro1）
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心血清適LPS間でもSDS－PAGE像に相違が認められた。血清型Bに属す

る3株（PT－496、　PT－514、　H－88）のLPSはS型腸内細菌のLPSに類似

した泳動像を示し、特にH－88LPSは高分子領域から低分子領域にまた

がる階段状の多数のバンドを示した。一方、血清型Cに属する2株（PT

－213、H－132）のLPS　では低分子領域にのみバンドが認められ、両者

は類似した泳動像を示した。A、　B、　Cのいずれの血清型にも属さないH

－137LPSは最も低分子領域に主バンドが泳動され、その分子量は他の

V．anguillarum　LPSに比べ最も小さいことが示された。標準株として用

いたNCMB株2株は低分子領域とゲル中央部に泳動される明瞭な2本の

バンドを示し、他の菌株LPSとは明確に異なる泳動像を示した。　V．angu

illarumのLPSは前述の如く、血清型の異なるLPSは各血清型に対応し

て、それぞれ異なる糖組成をもち、またそれらの多糖鎖はゲル濾過にお

いても異なる溶出パターンを示すことが明らかになったが、　SDS－PAGE

においても各血清型LPSの泳動パターンが異なり、これらLPSの分子構

築の相違が明確に示された。

3－2－1－c．　【V．cholerae　LPSのSDS－PAGE　】

　図10に01V．cholerae（Ogawa　型、　Inaba型）とそのR変異株、お

よびnon－01V．cholerae　［03、05、0140（Hakata72））1と

そのR変異株LPSのSDS－PAGE像を示した。01V．cholerae　のOgawa

型（41）とlnaba型（569B）のLPSでは0多糖鎖がN一（3一デオキ

シテトロニル）一αの一ペロサミンの（1→2）結合ホモポリマーで、

0140（Hakata）LPS　のそれはN一フォルミルーα一D一ペロサミンの

（1→2）結合ホモポリマーでそれぞれ構成されている。これらのLPS

はSDS－PAGEにおいて高分子領域からゲル中央部にかけての幅広いバン

ドとして泳動され、高分子のホモポリマーを含むLPSに特有の特徴的な

SDS－PAGE像を示した。一方、そのR変異株LPSでは、0多糖鎖に由来す

る幅広いバンドは消失し、低分子領域にのみ数本のバンドとして泳動さ

れた。　non－01V．cholerae　O　3のLPS　は、4種類の糖から成るリ
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ピーティング・ユニットで構成されており、そのSDS－PAGE像は同様な

構造の0多糖鎖をもつS．Typhimuriu皿LT2　LPS　のそれに類似して多数

のバンドから成る階段状を呈した。　non－01V．cholerae　O5のLPS

では上記の各菌株のLPSとは異なり、そのR変異株LPSと同様に低分子

領域にのみ数本のバンドが検出された。従って、05LPSは腸炎ビブリ

オLPSに類似して、低分子の糖鎖で構成されることが示された。

I

　
L

図10
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　2回3。。鴫塁f。題
　日　　v　Ut　o　o　　謬　　v　z　o

Vibrio　cholerae　LPSのSDS－PAGE像
　41　：　Vibrio　cholerae　NIH41　（　Ogawa　）．

　（Inaba）　．　03　：V．cholerae．　03　．

　TI－M二

　R変異株、
　R595　：　Salmonella　Minnesota　R595

　LT2
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　　　　　　　　　　　　　　　　569B　：　V．cholerae　569B
　　　　　　　　　　　　　　　　O5　：V．cholerae　05
Hakata　P：V．ChOlerae　O　140（別名Hakata株）phenol　phase、
41R：V．cholerae　NIH41　R変異株、　N4：V．cholerae　569B　Tox　101

　　　03R：V．cholerae　O　3　R変異株、05R＝V．cholerae　O　5
　　　　　Hakata　一　：　V．cholerae　0140　water　phase

　　　　　　　　　　　　　　lR型LPS　contro1）
　　＝Salmonella　Typhimurium　LT2（S型LPS　control）

　図11にnon－01V．cholerae　O8、010、073、　Q　57および056株

のLPS　のSDS－PAGE像を示した。これらの　non－01．　V．cholerae　は

迅速簡便分離法によりそのLPS多糖部の構成糖が最も単純な化学型1、
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56、および化学型57にそれぞれ分類され、その多糖鎖が比較的短いと推

測されたものである65，。上記3種の化学型に属する0血清型は15種

存在し、これらのうち本実験に用いた上記5株のLPSは低分子領域に数

本のバンドとして泳動され、non－01　V．cholerae　R変異株LPSと類似

した泳動像を示した。この他、non－01V．cholerae　O　22、0139など

の比較的多種類の糖からなるLPSもSDS－PAGEにおいて低分子量である

ことが明らかとなっている731。従って、non－OIV．cholerae　におい

ても多くの血清型株が低分子量のLPSを産生することが示された。

　『鯉舳醒団継4■圏■膨1

　　　　　　　　：e　Oe2　Ne　8　”h．

　　　　　　　　（　o　o　o　o　O　l
　　　　　　　　繧　6　　　　　　　r
I

図11non－01Vibrio　cholerae　LPSのSDS一・PAGE像
　　　V．c．　：　Vibrio　cholerae、　　　0　8，　010．　073　　⇒　　イヒ鯉1、

　　　057⇒　化学型56、　056⇒　化学型57
　　　S．m．R595：Salmonella　Minnesota　R595　（R型LPS　control）
　　　S．t．　LT2＝Salmonella　Typh“miriurn　LT2（S型LPS　control）

3－2－1－d．　【　ビブリオ属細菌LPS　のSDS－PAGE　】

図12にVibrio　metschnikovii、V．harveyi、V．natriegens、　V．vu
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lnificus、　V．nereis．、　V．fischeri、　V．proteolyticus、およびV．costi

cola　の8種類のビブリオ属細菌LPSの泳動像を示した。いずれのLPS

もLT2　LPS　に認められるような高分子領域に1adder状のバンドは示

さず、低分子領域に単一または数本のバンドとして泳動された。これら

のLPS　はいずれもS型株より分離されたものであるが、　V．parahaemol

yticus　LPS　の場合と同様にリピ．一ティング・ユニットで構成される0

多糖鎖をもたず、S型腸内細菌LPSに比べ、より低分子量であることが

示された。V．n’ereis　LPS　は、銀染色において他のLPSと異なり、非常

に淡い灰色の発色を示した。これは本LPSの化学構造または化学組成が

他のLPSと異なることを示すものである。
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図12　ビブリオ属細菌LPSのSDS－PAGE像　（その1）
　　　V．met＝Vibrio　metschnikovii、　V．har＝V．harveyi

　　　V．natriegens
　　　V．fischeri、　V．pr．o　：V．　proteolyticus　、

　　　R595　：　Salmonella　Minnesota　R595

　　　LT2

o曙

ｩ
日
．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　V．nat　：
　　　　V．vul　：　V．vulnificus．　V．ner　：　V．nereis．　V．fis　：

　　　　　　　　　　　　　　V．cos　：　V．costicola
　　　　　　　　　　　　（R型LPS　contro1）
：Salmonella　TyphimuriuEn　LT2（S型LPS　contro1）
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　図13にV．fluv’ialis、　V．furnissii、V．anguillarum、V．　ordalii、

V．al．ginolyticus．　V．campbellii．　V．damsela．　V．albensis．　V．mimicus．

およびV．hollisae　LPSのSDS－PAGE像を示した。　V．algino．lyticus

とV．damsela　LPSでは低分子領域の他にゲル中央部にもブロードなバン

ドが認められた。v．mimicus　Lpsは低分子領域からゲル中央部にわたる

数段の明瞭なバンドとして泳動され、他のビブリオ属LPSのSDS－PAGE

像と明瞭に異なる特徴的な泳動像を示した。その他のビブリオ属．細菌の

LPSは図12に示したビブリオ属細菌LPSと同様に、低分子領域に1～

数本のバンドとして泳動された。
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図13　ビブリオ属細菌LPSのSDS－PAGE像　（その2）
　　　V．flu　：　V－lt］1igtio　f－lqvialis．　V．　fur　：　V．furnissii　．　V．ang　：

　　　y．g．ug！guil－rt．　，’Vl．一6iFa－1－rd　：　v．ordalii　T　V：．’5i｛i－1－Va　；　v．alginolyticus　．

　　　V．cam　：　V．campbellii．　V．dain　：　V．damsela．　V．alb　：　V．aibensis．

　　　V．mim　：V．mi皿icus　、　V．ho1　：　V．hollisae

　　　R595：Salmonella　Minnesota　R595　（R型LPS　control）
　　　LT2：Salmonella　Typhimurium　LT2〔S型LPS　control）
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　以上に述べた如く、ビブリオ属細菌ではV．anguillarumの一部、01

V．cholerae、　non一・01V．cholerae　の一部、　V．alginolyticus、V．dams

ela、V．mimicusなどを除き、多くの菌種において腸内細菌など多くの

グラム陰性菌LPSとは異なった非常に低分子のLPS　を産生することが

示された。これらの菌種ではその菌体は血清学的特異性、colony　morph

ologyおよび病原性において明らかにS型の性状を示し、またそのLPS

もS型LPSの抽出法であるフェノール／水法により抽出されるが、　SDS－

PAGE’においてはR型に類似した泳動像を示し、非常に低分子の鋸歯で

構成されることが明らかとなった。

3－2－1－e． K　ビブリオ属以外のビブリオ科細菌LPS　の

　SDS－PAGE　］

　図14にビブリ：才属以外のビブリオ科細菌、すなわちPhotobacterium、

AeromonasおよびPlesiomonas　各属細菌のLPS　の泳動像を示した。

Ph．phosphoreum　LPS　はしT2　LPS　と同様の1adder状のバンドを示し

た。一方、同属に属するPh．ieiognathi　LPS　は最も低分子領域に濃い

単一のバンドと高分子領域に非常に淡い数本のバンドが認められ、種に

より明らかに泳動パターンが異なっていた。Aeromonas属しPS　も、種

の相違により明瞭に泳動パターンが異なり、A．hydrophila　と　A．sobr

ia　LPSでは低分子領域に数本のバンドが検出された。しかし、　A．sa1搬o

nicida　とそのsubspeciesに分類されるA．　achromogenes，　A．masouc

idaの各LPS　では低分子領域に泳動された1～2本のバンドの他に、

高分子領域に独立した明瞭なバンドを示し、他のビブリオ属細菌LPSと

性状を異にした。　P！esiomonas　属に分類される単一種Pl．shigelloid

es　LPS　は、発色は淡いが1adder状のバンドを示し、　Ph．phosphoreum

LPSと同様、リピーティング・ユニットをもった高分子量LPS　である

ことが示された。
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図14　ビブリオ属以外のビブリオ科細菌LPSのSDS－PA（正野
　　　Ph．　pho　：　？UQtobacte－r／’um　phosphoreum　．　Ph．　lei　：　Ph．　leiognathi．

　　　A．hyd　：　Aeromonas　hydrophila．　A．　sob　：　A．　sobria

　　　A．sai　：　A．　salmonicida　subs．　salmonicida　．　A．　ach　：　A．　salrnonicida

　　　subs．　aChromogenes，　A．mas　：　A．　salmonicida　subs．　masoucida，

　　　Pl．shi　：　Plesiomonas　shigelloides

　　　R595：Salmonella　Minnesota　R595（R型LPS　contro1）
　　　LT2＝Salmonella　Typhimurium　LT2（S型LPS　control）

3－2－2．　【　ゲル濾過によるビブリオ科細菌LPS多糖鎖の解析　】

　前項において、ビブリオ属細菌の多くの菌種のLPSは非常に低分子の

多糖鎖をもつことがLPSのSDS－PAGEによって示された。しかしSDS－P

AGEにおいては、　LPSの移動度はその分子量のみならずLPS分子の荷電

の度合いによっても影響を受ける。このため本実験では、SDS－PAGEを

行なったビブリオ科細菌のうち、いくつかの菌種のLPSより部分加水分

解によってその多糖部（DPS｝を調製し、　Sephadex　G－50　を用いるゲ

ル濾過によってLPS多糖鎖の分子量を比較検討した。

　一般に大腸菌やサルモネラ幽幽などの、リピーティング・ユニットで

78



構成される高分子の0多糖鎖をもつLPS　のDPS　は、　Sephadex　G－50

ゲル濾過により3つの画法に分画される（図15一［A］）。まず、カラム

のvoid　volumeまたはその付近にコア多糖と結合した0多糖鎖（Frc．1）

が、次いでコア多糖（Frc．　m）、最後にカラムのbed　volumeに部分

加水分解により遊離した単糖やリン酸など（Frc．　IV）が溶出される。

SDS－PAGE　において高分子領域からゲル中央部にかけてバンドが検出さ

れた01V．cholerae、　non一　01V．cholerae　O　140（Hakata）、　V。mimi

cusなどのLPSより調製したDPSも大腸菌やサルモネラ属菌のDPS　と

同様、ゲル濾過により3つの留分に分画されたが、コア多糖と結合した

多糖鎖に相当する面分がFrc．　R　としてFrc．1よりやや低分子側にシ

フトして溶出された（図15一［B］）。また、Plesiomonas　shigelloides、

V．anguillarum、V．ordaliiのDPSでも同様に高分子の多糖鎖が得られ

た。なお後者3株のDPS　の場合は図15一［C］に示した如く、コア多糖

よりも幾分分子量の大きな可分（Frc．　H’）も分画された。一方、　SDS－

PAGE　において低分子領域に1本または数本のバンドとして泳動された

13種すべての血清型のV．parahaemolyticusおよびV．nereis、V．vuln

ificus、　V，hollisae、　V．furnissii、V．harveyiのLPS　から調製した

DPSでは、図15一［D］に示す如く、2つの画分に分画された。すなわち、

カラムのvoid　volu照e　付近に溶出される高分子の多糖鎖は得られず、

大腸菌などのコア多糖（Frc．皿）と遊離単糖（Frc．　W）にそれぞれ

相当する分子量の国分が溶出された。この溶出パターンは、0多糖鎖を

欠損する大腸菌R変異株であるE．coli　K12や01V．cholerae　R変異

株LPSより調製したDPSのそれと同じであった。

　表27に上記6菌種の菌株のDPSから得られた2つの中分（Frc．1［［、

Frc。IV）　およびリピドAの糖組成を示した。これらの菌種のFrc．皿

では、リピドAの構成糖であるGlcNとDPS　調製時の部分加水分解で

遊離した糖（Frc．　rVに検出されるV．vulnificusのHep、　V．nereis

のTBA反応陽性物質、　V．parahaemolyticus　のGal　とウロン酸、　V．fu

rnissiiのGalN、TBA反応陽性物質および少量のウロン酸など）以外

は、いずれの菌種においてもLPSのそれと類似した糖組成を示した。す
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表27低分子量のビブリオ属細菌LPS
　　　　糖組成　［％，w／w］
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なわち、これら6菌種では、菌種によっては部分加水分解によって1～

3種の構成糖が失われるものの、　Frc．　lllが実質的にはそのLPSの多糖

鎖に相当することが示された。従って、　SDS－PAGEにおけるLPSの泳動

パターンと、そのLPSから調製したDPS画分のゲル濾：過における溶出パ

ターンの間には相関関係が認められ、SDS－PAGEにおいて低分子領域に

泳動されるLPSはリピーティング・ユニットやホモポリマーで構成され

る高分子の0抗原多糖鎖をもたないことが化学的にも実証された。

考 察

　本章では、Bergey’s　Manual　of　Systematic　Bacteriology（第9版）1｝

に記載されたビブリオ属菌種以外に、新たに病原ビブリオとして認定さ

れたいわゆる新病原ビブリオのLPSの性状とともに、ビブリオ科全体の

菌種についてLPSの分子構築を検討した。

　新病原ビブリオと称される菌種のLPS　はいずれも他のビブリオ属細

菌のLPSと共通する特徴、すなわち常法によってはKDOは検出されない

が、　LPs中にはリン酸化されたKDoの存在が認められた。　v．fluvialis

とV．anguillarum　のそれぞれの生物型IIとしてそれぞれ分類されてい

たV．furnissii　とV．ordalii　のLPSは、生物型1のLPSとは異なる

糖組成をもち、これらの菌株はLPSの糖組成の上からも生物型1とは異

なる菌種であることが示された。

　SDS－PAGEとLPS多糖部のゲル濾過によってビブリオ科細菌LPSの分

子構築を検討した結果、多くの菌種において非常に低分子量の糖鎖で構

築されるLPSが存在することが明らかとなった。特にビブリオ属細菌に

おいては本実験に使用した20菌種のうち16菌種が、またnon－01

V．cholerae　も血清型によっては低分子のLPSが存在することが示され

た。腸内細菌などの典型的なS型LPS　ではリピドAに隣接して10個

程度の糖で構成されるコアが存在し、それに結合する0多糖側鎖の構造

が血清学的特異性を決定する。コアは同一菌種では血清型の違いに拘ら

ず同じか、または極めて類似した構造をもち、菌の血清学的特異性には
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関与しない。一方、0多糖側鎖を欠損する変異株はR変異株と称され、

そのLPSはコアのみの糖鎖で構成される。このようなR変異株では一般

にrough（粗い）なコロニーを形成し、親株（すなわちS型株）の血清

学的特異性が消失するとともに病原性も失われる。しかし、ビブリオ科

細菌の多くの菌種では、その菌株がcolony　morphology、血清学的特異

性、さらに病原性においても明らかにS型細菌としての性状を示すにも

拘らず、そのLPSはコアに相当する分子量の糖鎖で構成され、化学的に

はR型LPSであった。特に腸炎ビブリオでは13種の血清型LPSのすべ

てがこのようなR型LPS　であ、り71》、さらに第二章で行なったV．flu

vialis　とnon－01V．cholerae　のLPS　多糖部の糖組成に基づく化

学分類の結果から推察される如く、これらの菌種のうちにも多くの血清

型株が同様なLPS　をもつものと思われる。　Kondoら27）は腸炎ビブリ

オ012LPSの全多糖鎖の構造を解明し、それが8種類10個の糖で構成

されるdecasaccharideであることを化学的に実証した。その他の血清

型の腸炎ビブリオLPS　も012のそれと同様か、または、さらに低分子

の糖鎖で構成され、この低分子糖鎖、すなわち腸内細菌の如き通常のS

型菌のLPSのコア多糖に相当する部分の構造の相違が腸炎ビブリオの血

清学的特異性に反映されるものと思われる。このように、明瞭な血清学

的特異性をもつにも拘らず化学的にはR型のLPS　は、研究者によって

はLOS（lipooligosaccharide）と称して6・7）、長身の0多糖側鎖をも

つS型LPSと区別される。　LOSタイプのLPSをもつ細菌として、　Haemo

philus　influenzae．　Bordetella　pertussis．　Neisseria　meningitidis．

N．gonorrhoeae、　Chlamydia　trachomatis　など、いわゆるnon－enteric

mucosal　pathogen（非腸管粘膜感染症病原体）と称される一群の病原細

菌が報告されている5）。しかし、ビブリオ科細菌は、ほぼすべてが腸管

感染型の病原体（enteric　mucosal　pathogen）でありながら、その多

くの菌種は上記のnon－enteric　mucosal　pathogenと同様にLOS　タイ

プのLPS　をもっことが本研究において初めて見出され、これらの菌種

と腸内細菌LPS　における生化学的または遺伝学的な性状の相違が明ら

かにされた。腸内細菌などでは多くの場合、R変異を生ずることによっ
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てその病原性が失われるが、LOSタイプのLPS　をもつ腸管感染型病原

菌（enteric　mucosal　pathogen）の病原性と、そのLOSタイプのLPSの

構造との関係に大きな興味がもたれる。
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総 括

　グラム陰性菌のLPSは内毒素として多彩な生物活性を示すと同時に、

0抗原として、その0多糖時弊の構造がグラム陰性菌の血清学的特異性

の決定に関与する。本研究では第一章において、浜名湖の病変稚アユよ

り分離された魚病原因菌の一つである　v．anguillarumについてその

LPSの糖組成と血清型の関連およびLPSの生物活性を追究した。　V．angu

illarumの3種の血清型およびこれらに属さない他の2つの血清型株の

LPSの糖組成は、それぞれ明らかに異なり、本菌の血清型とLPSの糖組

成との間に明瞭な相関が認められた。この成績は、輝線または養殖池等

から分離されたV．anguillarum　は、そのLPSの糖組成によって血清型

を決定することができることを示すものであり、さらに、その他の菌種

に関しても従来の生化学的性状や血清学的性状による細菌の分類に加え

て、　LPS　多糖部の糖組成に基づく化学分類の有用性を示唆するもので

あった。しかしながら、菌株の大量培養にはじまるLPSの抽出・精製に

は多大の時間と労力を要し、多数の菌株について、そのLPSの糖組成を

分析することは事実上不可能である。

　そこで本研究では第二章において、少量の菌体から直接LPS多糖鎖を

調製することができる迅速簡便分離法の開発を試みた。すでにコレラ菌

に対しては、溶体の熱酢酸抽出液からアセトンによる沈殿分画によって

LPS多糖鎖を調製する簡便法（原法）が開発されているが、この方法で

はコレラ菌以外の一部のビブリオ科細菌からLPS多糖鎖を調製できない

ことが明らかとなった。このため、まずこの原法を改良して広くビブリ

オ科細菌に応用できる改良法を考案し、それを用いて、v．mimicus、v．

vulnificus、　v．fluvialisなどの菌種についてLPs多糖部の糖組成に基

づく化学分類を行なった。しかし、この改良法によってもなおLPS多糖

鎖を調製できない菌種が見出された。従って本研究においてはビブリオ

科細菌のみならず、グラム陰性菌一般に広く適用でき、かつ、その調製

標章の純度がより高い新たなLPS多糖鎖の画期的迅速簡便分離法の開発

を試みた。S．Typhimuriumを用いたモデル実験では、この新迅速簡便分
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離法によりLPS多糖鎖をほとんど爽雑物を含まない状態で分離すること

ができ、また、菌体の熱酢酸抽出によってLPSから遊離した構成糖も回

収することができた。本法を腸内細菌やいくつかのビブリオ科細菌に応

用した結果、いずれの菌種においても、本法によって調製した粕汁と、

それらの菌株から抽出・精製したLPSの多糖側鎖部の糖組成は定性的に

は完全に一致し、本法が広くグラム陰性菌に対して有効であることを実

証した。さらに本研究では、上記の新迅速簡便分離法の応用として、V．

fhvialis　35種とftOR－OlV。轟01er＆e　169　種のすべての血清型株

からそれらのLPS多糖鎖を分離し、LPS多糖部の糖組成に基づく化学分

類を完成した。その結果、前述の改良法により行なわれた化学分類の結

果と合わせて、これらの菌種それぞれに共通する鞭S多糖部の化学的特

徴と共に、ビブリオ科細菌の全菌種に共通する，、他のグラム陰性菌LPS

とは異なる顕著な化学的特徴を明らかにした。

　第三章ではビブリオ科細菌LPS　の分子構築を検討した。ビブリオ科

細菌、特にビブリオ属の多くの菌種のLPSでは、その糖組成および第二

章で行なったLPS多糖部の糖組成に基づく化学分輝の結果から、高分子

の多糖鎖をもたないことが示唆された。LPSのS膿やA硫と、LPSより

分離した多糖部のゲル濾過により、ビブリオ属の菌種では実験に用いた

20菌種中i6菌種のLPS　ではリピ～ティング・ユニットで構成される

0多糖鎖をもたないことが示された。またこれらの菌種以外でも、R◎ee－

OiV．cholerfte　のLPSは、血清型によっては同様に低分子の側鎖で構

成されていた。これらの菌種のLPS　は、血清学的には明らかにS型の

0抗原としての血清学的特異性を示すにも拘らず、化学的には腸内細菌

のR型LPS　に相当するものであり、その血清学的特異性はコアに相当

する低分子の糖鎖によって決定されることが明らかとなった。このよう

な低分子の糖鎖で構成されるLPS、すなわちLOS　タイプのLPS　は、

non－e就eric辮cosal　pathogen　であるH．搬flue餓zae、B．pertussis、

N．gonorrhoeaeおよびN灘en沁git羅isなどの菌種に特徴的に見出され

るものであるが、本研究において、　eRteric麗cosal　pathogenである

ビブリオ属細菌の多くの菌種にも認められ、その病原性との関連性や
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LPS多糖鎖の生合成に関与する遺伝子レベルの観点から非常に興味がも

たれる。

　以上、本研究によってグラム陰性菌LPS　多糖鎖の新迅速簡便分離法

が開発され、その有効性が実証されるとともに、本法を用いたLPS多糖

部の糖組成に基づくビブリオ科細菌の化学分類によってビブリオ科細菌

LPSの多くの興味ある化学的特徴が明らかにされた。近年、細菌の分類

や同定にはパルスフィールド電気泳動による泳動パターンや、PCR法に

よる特定遺伝子の解析などが多用されている。しかし遺伝子産物として

の、特にグラム陰性菌の0抗原決定因子であるLPS多糖部の糖組成に基

づく化学分類も、グラム陰性菌の分類と同定のために重要な一手段であ

ることが本研究によって示されたものと考えられる。今後、病原グラム

陰性細菌の環境および臨床分離株の数はますます増加するものと思われ、

これらの分離株の化学的手段による同定や起源の推定において本迅速簡

便分離法を応用できるものと期待できる。
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実験の部



【　実験の部　】

一般事項と全章に関する実験

1．　K　使用菌株　】

　本研究に使用した菌株とその由来、および培養条件を表E－1と表E－2

に示した。各菌株は聖楽培養機、またはジャーファメンターで培養し、

120℃で20分間加熱殺菌した後、連続遠心分離により集菌した。得ら

れた群体は蒸留水で3回洗浄した後、アセトン乾燥菌体とした。

2．　【　LPSの抽出と精製　】

　LPSは、アセトン乾燥菌体からWestphalら3）のフェノール／水抽出

法により抽出した。

　アセトン乾燥男体（30g）を750　mlの45％フェノールに懸濁した

後、水浴中で65℃に加熱し、Ultra一一turax（Janke＆Kunkel　Laborte

chnik）を用いて5分間激しく撹際した。懸濁液は、氷水中で10℃に

冷却した後、遠心分離（14，000Xg、30分間）により水層、フェノール

層および菌層に分離した。水層を分取した後、得られた水層と等容量の

5％フェノールをフェノール層と菌層に加え、上述と同じ抽出操作を2

回繰り返した。得られた水層は、透析膜UC36－32－100（三光純薬株式会

社、分画分子量12，000～14，000）にて一夜透析し、溶存フェノール

を除去した。その内液を遠心分離（15，000Xg、10分間）して不溶物

を除去し、減圧下にて約200磁まで濃縮した。この濃縮液の超遠心分

離（105，000×g、　16時間）によって得られた沈渣を凍結乾燥し、粗

しPSとした。粗しPSは、蒸留水に溶解後、超遠心の反復（105，000　x　g、

3時間、6回）によって洗浄し、精製した。
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（その1）使用菌株と培養条件E－1表

培地と培養条件来由株菌
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表E－2使用菌株と培養条件　（その2）

菌　株 由　来 培地と培養条件
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　1338－80
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3．　【　化学分析法　］

3－1．　【　中性糖の分析　】

　試料3～5mg　を1mlの2N5リフルオロ酢酸（TFA）で120℃、1

時間加水分解した後、減圧下で蒸発乾固した。残渣を2m！の0．01　M

塩酸に溶解し、Dowex　50（H・”）カラムを通過させ、中性糖画分を分取し

た。中性糖二分は減圧下蒸発乾固させ、Lai・fi・eら74｝の方法に従って、

水素化ホウ素ナトリウム（NaBH。）で還元（室温、3時間）した後、完全

アセチル化（無水酢酸1ml、100℃、2時間）してアルジトール・ア

セテート誘導体とし、表E－3　に示したプログラム1を用いるGLCおよ

びGC／MS　により分析した。内部標準物質としてXy1を用いた。　Fruの

分析は、試料3～5mg　を1認の5％酢酸で100℃、2時間加水分解

し、減圧下に蒸発乾固した後、上述と同じ方法により中性糖画分を分取

し、Mawhinneyら75）の方法に従い、0一アセチルーO一メチルオキシム誘

導体として、上記と同じ条件でGLC　およびGC瑚S　により分析した。

表E－3ガスクロマトグラフ／一およびガスクロマトグラフィー／マススペク
　　　　トロメトリーの分析条件

プログラム カラム カラム温度 昇温 Injection

　温度

プログラム1
プログラム2
プログラム3

3　O／，一ECNSSM

TABSORB

25％一DEGS

160　”v　lgeoc　2　ac／miR

16e　tNt　210℃　2　0C／min
150　’一　 21G℃　1　℃／min

250　℃

258　℃

250　℃

3％一一EcNss－M（support：uniport　HP，3mm×2m，ガスクロ工業）、
TABSORB　（3　！Rm　×　2　m，　Regis　Chemical　Ce．）　．

25％一DEGS（Support：Chromosorb　WAW　DMCS，3mm×2m，ガスクロ工業）、
キャリアーガス：窒素、　検出器：水素炎イオン化型検出器．

3－2．　ζ　アミノ糖の分析　】

試料3～5mg　を1mlの　4　M塩酸で100℃、8時間加水分解後、
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減圧下に蒸発乾固した。残渣を2証の0．OlM塩酸に溶解させた後、

Dowex　50（H＋）カラムを用いて、アミノ外画分を得た。アミノ糖は減圧

下に蒸発乾固させた後、Litderitzら76）の方法に従って、　2　mlの炭酸

水素ナトリウム水溶液中20擁　の無水酢酸でN一アセチル化（室温、

1時間）した後、中性糖の場合と同様に、NaBH。で還元後、完全アセチ

ル化して、N一アセチル・アルジトール・アセテートとし、表E一一3に示

したプログラム2を用いるGLC　およびGC／MS　により分析した。また、

PerN　の分析は下記の如く行なった。試料3～5　mg　をRedmond77》の

方法に従い、　0．5m1の10　M塩酸で90℃、　15分聞加水分解後、上

記と同様に、　Dowex　50（H“）カラムによって分画したアミノ糖画聖をN一

アセチル化、還元、完全アセチル化してN一アセチル・アルジトール・

アセテートとし、GLCおよびGC／MS　により分析した。内部標準物質と

してMan　を用いた。

3－3．　ζ　脂肪酸の分析　】

　脂肪酸は、　Haeffnerら78｝の方法に従い、試料5～10　mgを1ml

の4M　塩酸で1◎0℃、4時間加水分解後、さらに4M　水酸化ナトリ

ウム1．67ml　（終濃度：1M水酸化ナトリウム）を加え、引き続き100

℃、2時間加水分解し、加水分解液を塩酸酸性とした後、クロロホルム

により脂肪酸画分を抽出し、　Rietschel　ら79）の方法によりジアゾメ

タン（0～4℃、1分間）でメチルエステルとして表E－3　に示したプロ

グラム3を用いるGLC　およびGC／MS　により分析した。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。

3－4．　〔　GC／MS分析　】

　中性糖、アミノ糖および脂肪酸の同定は、GLCにおける各標準物質の

相対保持時間とGC／MS（日本電子　DX－300）により行なった。　GC／MSは

GLCと同じ条件（表E－3）で行ない、　Electron　Impact　Mass　Spectrome
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try（EI噸S）はイオン化電圧72　eV　で、　Chemical　I◎nization　Mass

Spectrometry（CI噸S＞　は反応ガスとしてイソブタンを用いて行なった。

3－5．　紅　呈色反応　】

　全糖質はDuboisら80｝のフェノール／硫酸法、　HepはOsbom81｝の

システイン／硫酸法、全リンはAlleR　法のHisatsuReら82）による変

法、蛋白質はLowry　ら83｝の方法、　KDOはWeissbach　aftd　Hurwitz9）

のTBA法、ウロン酸はBitter　and　Muir84）のカルバゾール／硫酸法に

よりそれぞれ定量した。KDOおよびウロ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557型）により測定し、標準物質のそれと比

較した。

4．K　KDO　およびKDOリン酸（X）の　検出　灘

　Xの検出には、　LPS（5　mg）を4N　塩酸（2証）で100℃、　45分

間加水分解後、その遠心上清を蒸発乾固した。残渣は少量の蒸留水に溶

解してHVPEを行なった。また同残渣を　Dre鯉y　ら85｝の方法に従い、

0．05M　炭酸アンモニウム緩衝液（頭9。6，0．5wa・X）中でアルカリ性ホ

スファターゼ（8．oZZRits、　Sigwaa、　T脚e皿一R）を用い、37℃、　16時間

アルカリ性ホスファターゼ処理を行なった後、同様にffVPEによって分

析した。標準として用いたph◎sphgry！KDOは、　Berdetella　pertmpssis

I層菌LPSの同様な加水分解産物からDowex　50（if）　とDewex　1（酢

酸型）を用いるイオン交換クロマトグラフィーにより調製した。

　HVPE　は、　WhfttwaaitR　Ne．1paper上でピリジン／酢酸／水（le：4：86、

v／v／v）　の溶媒系を用い、　50V／備　で50分間泳動した。濾紙上での

KDOおよびX　の検出は、　Warrefi86｝の方法に従い、チオバルビツール

酸試薬により行なった。
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5．　［　LPSの全多糖画分（DPS画分）の調製　】

　LPSのDPS　画分は、　Galanosら87）の方法に基づき、　LPS　を5％

酢酸（10　mg／ml）で　100℃、　2～5時間リピドAの沈殿を生ずるまで

加水分解後、反応液を遠心分離し、その上清を減圧下に蒸発乾固して調

製した。また、遠心沈渣は蒸留水で3回洗浄した後、凍結乾燥してリピ

ドA四分とした。得られたDPS　画分は、1◎mlのピリジン／酢酸／水

（io：4：1000、　v／v／v）　に溶解し、遠心分離により不溶物を除去した後、

Sephadex　G－50ゲルクロマトグラフィーに供した。

6．　紅　ゲルクロマトグラフィー　】

　DPS寒冷のゲルクロマトグラフィーは、　Sephadex　G－5Gカラム（2．6

×106cm、　Pharwaacia　Fine　Che磁cals）　を用い、ピリジン／酢酸／水

（10：4：io90、　v／v／v）で39磁／hrの流速で溶出し、溶出液は3認ずつ

分画した。検出には、示差屈折率計（島津RID－6A型）を用いるととも

に、各フラクシgンの全糖質量および全リン量を測定した。

第一章に関する実験

1．　穰　抗血清の調製　灘

　本研究に使用した菌株に対する抗0血清は、Shimada　a翻S誌麗a短88》

の方法に従い、家兎を免疫して調製した。L5％食塩添加ハートインフ

ュージョン培地で16時間。至適温度で培養した胃体を滅菌生理食塩水

に懸濁し、エ0◎℃、2時間加熱した後、滅菌生理食塩水で3回洗浄した。

洗浄平体は、629n霧　における濁度が1．0　になるように滅菌生理食塩

水に懸濁させ、その0．5ml、L◎m1、2．0磁、4。0撮をそれぞれ4日

間隔で家兎に静脈注射した。最終投与から1週病後に心臓穿刺により全

採血して抗血清を得た。
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2．〔　受身溶血阻止試験　】

　PHI試験はHisatsuneら89｝の方法に従って行なった。　PHI試験に使

用した感作血球は、SRBC　packed　ce11（0．1㎜1｝に250μg／ml　のアル

カリ処理（0．25M水酸化ナトリウム、56℃、1時間）LPS　89）（0．6

ml）を加え、　37℃、　30分間インキュベートして作成した。洗浄液お

よび希釈液としては、0．15mM塩化カルシウム、　0．5醐塩化マグネシ

ウムおよび0．83％食塩を含む　0．25mMバルビツール酸緩衝液（pH

7．4）を用いた。

　PHI試験は抗血清0．1mlに種々の濃度のinhibitor（LPS）溶液0．1

ml　を加え、37℃、　30分間インキュベートした後、感作SRBC浮遊液

（0．2ml）とモルモット補体（1◎倍希釈液、極東製薬工業）　20μ1を加え、

さらに、　37℃、30分間インキュベートした。反応後、　1mlの希釈液

を加え、413nm　における吸光度を測定した。抗血清は100％溶血を示

す最大希釈率のものを使用した。％溶血阻止は下式により求め、各濃度

のinhibitor　溶液の％溶血阻止の値をグラフ用紙にプロットして50

％溶血阻止濃度を求めた。対照としては、抗血清を含まない補体対照と

inhibitorを含まない溶血対照を用いた。

％溶血阻止　＝： 1一

ABS　413　［S］　一　ABS　413　［C］

ABS　413　［H］　一一一　ABS　413　IC］

×　100

ABS　413［S］　：試料の4i3　nmにおける吸光度

ABS　413［H］　：溶血対照の413　nmにおける吸光度

ABS　413［C］　：補体対照の413　nmにおける吸光度

3．　【　生物活性試験　】

intact　LPS　および各種アルカリ処理LPSの生物活性試験は以下の方
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法に従い行なった。

3－1。　〔　リムルスライセートゲル化活性　】

　エンドトキシンフリーの反応用試験管（10×75mm，内径8nem）にLim

ulus　Amebocyte　Lysate（LAL）溶液（和光純薬）を0。1mlずつ氷冷下

分注し、これに注射用蒸留水にて0．0005～0」ngの範囲で段階希釈

した被検液を0．1mlずつ加え、アルミキャップをして静かに混和した

後、　37℃で60分間静置加温した。加温終了後、試験管を取り出し振

動を与えないように注意してゆっくりと180。転倒し、内容物が凝固し

て変形しない場合を陽性（＋）、半流動状にゲル化したものを半陽性（

±）、流動状のものを陰性（一）と判定した。なお、対照として病原性

大腸菌　　Escherichia　coli　O　111－B4　LPS（Sigma社製）、またはLAL

試薬に添付のE．・coli　UKT－B株Lps　を用いた。なお、リムルスライセ

ートゲル化活性試験に用いた器具はすべて180℃、3日間以上加熱し、

エンドトキシンフリーとして使用した。

3－2．　〔　抗腫瘍活性試験　】

　抗腫瘍活性試験は、　Fukushi　らgo）の方法に従って行なった。　Ehrl

ich腹水型腫瘍を用いる試験では、　ddY　系マウスを用い、腫瘍を5x

lO‘～1×105腹腔内に接種し、各LPS　100μgを腫瘍接種の5日前．、

2日前、2日後、5日後、および11日後にそれぞれ腹腔内に投与し、

その平均生存日数：で活性を測定した。

4．【　LPS　の化学処理　】

4－1．　【　弱アルカリ処理　】

LPSの弱アルカリ処理は、　Galanosら8　7）の方法に従い、0。25N　NaOH
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（5mg／ml）中で56℃、　1時間行なった。反応液：は遠心分離（20，000×

g、30分間）により遊離した脂肪酸を除去した。その遠心上清を◎．25

NHCIで中和後、蒸留水にi6時間透析し、透析内液を凍結乾燥して弱

アルカリ処理LPS（0．25　N　NaOH－LPS）とした。

4－2．　K　強アルカリ処理　】

　LPSの強アルカリ処理は、　Tafiamoto　ら9　1｝の方法に従い、4N　NaOH

（20mg／ml）中で100℃、5時間行なった。反応液は姻HCIを加えて弱

酸性とした後、遊離した脂肪酸をクロロホルムで抽出除去し、蒸留水中

にて16時間透析した。透析内液を凍結乾燥し、強アルカリ処理　LPS

（4NNaOH－LPS）とした。

4－3．　K　ヒドロキシルアミン処理　肇

　ヒドロキシルアミン処理は、　Snyder　and　Stephens　92》　の方法に従

い、LPSにヒドロキシルアミン試薬（io　ma・g／wa・1）を添加後、63℃、3分

間加熱処理した。反応溶液を塩酸で酸性とした後、クロロホルムにて遊

離脂肪酸を抽出除去し、蒸留水に16時間透析した。得られた透析内液

を凍結乾燥し、ヒドロキシルアミン処理LPS（NH。OH－LPS）とした。

4畷．　K　ヒドラジン処理　】

　Hase　and　Rietschel　93｝　の方法に従い、試料を真空下50℃、16時

間乾燥後、無水ヒドラジン　（io　mg／ml）を加え、密封容器中にてioO

℃、40　時間加熱した。反応溶液を蒸留水にて40時間透析後、25，000

×g、20分間遠心し、その遠心上清を凍結乾燥してヒドラジン処理LPS

（NH3NH2－LPS）とした。
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4－5．　【　ナトリウムメチラート処理　】

　ナトリウムメチラートによるエステル交換反応は、Rietschelら7　9）

の方法により、LPSを0。25　N　NaOCH・（2　mg／ml）で37℃、19時間処理

した後、反応液を0．25NHCIで中和した。遊離した脂肪酸をクロロホ

ルムで抽出除去後、蒸留水で16時間透析し、透析内液を凍結乾燥してナ

トリウムメチラート処理LPS（NaOCH、一LPS）とした。

第三章に関する実験

1．　【　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　（SDS－PAGE）　】

　LPSのSDS－PAGEは、　Lae醗磁i　94）の方法に従って行なった。　G。4～

4．Omg／mlのLPS溶液100μ1に2％SDS、20％シュークロース、

1％2一メルカプトエタノールおよび0．001％　プロモフェノールブルー

を含む0．1MTris／HCI　buffer（pH　6．8）　1◎9μiを加え、100℃、

5分闇加熱処理した後、この10μ1　をSDS－PAGEに供した。泳動用ゲ

ルとしては、　14％アクリルアミド分離ゲルと4％　アクリルアミド重

層ゲルからなるスラブゲル（13．5cmx12c鵬　xlmm）を用いた。i4

％アクリルアミド分離ゲルは、30％　アクリルアミド9．3ml、　1．875

MTris／Hc1緩衝液（pH　8．8）4．o　ml、　2％sDs　1．o紐および蒸留

水5．5mlの混液に10％過硫酸アンモニウム0．2miとN，N，N’，N’・一

tetra－methyl－ethylene－diaWine（TEMED）20μ1を加えて作成した。　4

％アクリルアミド重層ゲルは、　30％アクリルアミド1．3ml、　◎．625

MTris／Hcl　buffer（pH　6．8）2。oml、2％sDs　o．5ml　および蒸留

水6。1mlの混液に10％過硫酸アンモニウム0，1紐とT脳ED　10μ1

を加えて作成した。泳動用bufferには0．96　Mグリシンと0．5％SDS

を含む0．125MTris　buffer（pH　8．3）を用い、30　mA／ゲルの定電流

にて約5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
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タノール／酢酸／水（40：10：50、v／v／v）固定液（400　ml）に移し、ロー

タリーシェーカー（TAITEC）を用いて30分間振藍した。固定液をアス

ピレーターにより吸引・除去した後、　14％過ヨウ素酸／エタノール／

酢酸／水（5：40：5：50，v／v／v／v）混液400　mlを注ぎ5分間振盤した後、

蒸留水で各15分、　6回洗浄した。ゲル上のLps　成分の染色は、　Tsai

and　Frasch　95｝の方法に従い銀染色により行なった。染色には銀染色用

試薬キット（第一化学薬品）を使用した。
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