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I.緒 言

最近免疫化学の分野で は名種 細菌の菌体成分を取

出し,そ の抗原 としての特異性を検討した研究が多

く,結核菌.百 日咳菌,イ ンフルエ ンザ菌,ブ ドー

球菌,チ フス菌,赤 痢菌,プ ロテウス菌などに関す

る報告が種 々み られる1)-10).

又一方菌体成分を取 り出す以前の操作過程として,

培養条件 と菌体成分の関係 も充分考慮せ ねばな らな

いことは勿論であ り, S型 よりR型 えの変異促進物

質を取 り出す研究11-12,菌体内 ペ プチ ド,蛋 白,核

酸に及ぼすCO2分 圧の影 響の検討13) 14).菌 体 内多

糖体量と培地中の血清,糖 類 との 関係15) 16)につい

ての研究 な どが 報 告 され て い る.

筆者等 はSh. flexneri 2a, Stephy. aureusを 供試

菌 としペプ トンを主体 とした培地 にグル コースを添

加し,或 いはFe++を 除 去するaa´-ヂ ピ リヂル

を添加して菌を培養 し,各 菌体 内の粗製核蛋 白,核

酸分劃を取 り出 して,そ れ らにつ いて溶血反応など

免疫学的性状を比較検討 した.

II.実 験 材 料 及 び 実 験 方 法

供試菌: Sb. flexneri 2a, St. aureusの 教室保

存標準株を下記 組 成 の培地(対 照培地),及 びこれ

にグル コース(5g/l)を 加 えた 培 地,グ ル コース

ペプ トン　 10.0g

第一燐 酸カ リ　 0.35〃

第二燐酸 ソーダ　 2.5〃

食塩　 3.0〃

寒天　 30.0〃

蒸溜水　 1.01

とaa´-ヂ ピ リヂ ル(Sh. flexneri 2aで は50mg/l,

 St. aureusで は200mg/l)を 加 え た培 地 に継 代 して

馴 らして 使 用 た.

粗製 製 核 蛋 白,核 酸 の抽 出:第1表 の如 く各培 地

24時 間 培 養 菌体 を 同量 の 石英 砂,及 び 少 量 の 水 を

第1表　 ア ル カ リ 抽 出 法17)

加 え て 氷 冷下 に1時 間磨砕 し, 10倍量の水を加え

NaOHを 以てpH 8.0に 補正 して氷室 に一夜放置 し

た後, 10000r.p.m, 30分間遠沈 した上清をpH 7.0

とし, 4倍 量 のアル コールを加えて更 に1夜 氷室に

放 置して から遠沈し,沈 渣を粗製核蛋白として乾燥

保存 して実験 に供 した.

又第2表 の如 くこの粗製核蛋白を水に浮游 し,炭

酸 ソーダを加えpH 9.0と して50℃ に1時 間保つ

た後遠沈し,上 清をpH 7.0と して か らクロロフォ

ル ム,オ クチルアル コールを加えて数回除蛋 白し,

水層を40℃ で 減 圧 濃 縮後pH 3.6～5.4と してか

ら4倍 量のアル コールを加 え,遠 沈 して沈渣を集め,

これを核酸分劃 として使用した.

この粗製核蛋 白分劃 は ミロン反応,ビ ウレッ ト反

応 による蛋白の反応 は強陽性 であり,ヂ フェニルア

ミンによるDNAの 反応20),オ ルシ ンによ るRNA
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第2表　 ク ロ ロ フ オル ム除 蛋 白13) 19)

の 反応21)も 陽性であ り,各 種 蛋 白,核 蛋 白の混合

物 と考 えられ,又 核酸分劃は蛋白反応 は極めて微弱

であ り, DNA, RNAの 反応 は陽性である.

抗原:抽 出した各分劃 を赤血球感作 には1mg/cc,

沈降反応 には2mg/ccの 割に生 理 食 塩水 に溶解し

一度遠沈 してその上清を使用 した.

免疫血清:前 記対照培地 に培養 したSh. flexneri

 2a, St. aureusで 家兎を くり返 し免疫,凝 集価3200

倍 となつた血清を56℃ 30分 非働化 して用いた.

補体: 5匹 以上の モルモ ッ トの心臓 より得 た血

清の10倍 稀釈液を,必 要に応 じ寒冷飽和によ り正常

溶血素を吸収除去 して使用 した.

感作赤血球 浮 游 液:抗 原溶液1ccを 中試験管

に分注 し,鶏,家 兎の5%赤 血球浮 游液2.1ccを 加

え, 37℃ で1時 間,次 いで4℃ で1時 間 放置 して

感作させ た後,生 理食塩水て3回 遠沈洗滌 し,赤 血

球沈渣 に生理食塩水を加え0.5%赤 血球浮游液 とし

て使用 した.

溶血 反応: 2倍 階段稀 釈 の抗血清0.5ccに 補

体0.25ccづ つ,更 に鶏 或い は家 兎 感 作赤 血球

0.5ccづ つを加えよ く振盪 した後37℃ で1時 間,

 4℃ で翌朝迄放置 して判定 した.対 照 として食塩水,

抗 血清,補 体のみを添加血 たもの も同時に行つた.

沈降反応: 3倍 稀釈の抗血清を沈降管に分注 し,

 2倍 階段稀釈の抗原溶液 をれそ れ重層 して室 温に放

置 し, 15分, 30分, 1時 間, 2時 間後の4回 判定を

行つ た.

III.実 験 成 績 及 び 考 按

1.溶 血反応

対照培地,及 びこれに グルコースを加えた培地,

グル コース+aa´-ヂ ピ リヂル を加えた培地 に発育

した菌体よ り得られ た粗製核蛋 白分劃,核 酸分劃を

抗原 とし,前 記免疫血清を使用 して鶏,家 兎赤血球

を仲介 とした溶血反応を行つたところ, Sh. flexneri

 2aで は第3表 の成績であつた.

第3表　 溶血反応Sh flexneri 2a

-:対 照 菌, … …:グ ル コー ス加培地発 育菌

-・-:グ ル コー ス. aa´-ヂ ピ リヂル加培地発育菌

鶏血 球,家 兎 血 球 の 何れ に於 いて も粗製核 蛋白の

分劃 は溶 血 反応 陽 性 で あ り,特 に グル コー ス加培地

発育 菌 よ りの ものが 最 も溶血 価 が大 で あ る.

而 して 除蛋 白を行 つ た核酸 分 劃 では溶 血反応 は殆

ん ど見 られ な くな り,従 つ て この 反応 に は蛋 白の部

分 が 必要 で あ ると見 な され る.

St. aureusで は第4表 の 如 く, Sh. flexneri 2a

第4表　 溶 血 反 応St. aureus

-:対 照 菌 , … …:グ ル コー ス加培地発育菌

-・-:グ ル コー ス. aa´-ヂ ビ リチル加培地発育菌
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の場 合 よ りは溶 血 価 は小 で あ るが,や は り粗 製 核 蛋

白分劃で は溶血 が み られ,核 酸 分 劃 で は陰性 で あ る.

グ ル コ ー ス 加 培 地 発 育 菌 体 よ りの もの はSh.

 flexneri 2aの 場 合 と は異 な り 他 の培 地 に発 育 した

菌体 よ りの もの よ り溶 血 は小 で あ る.

従つてSh. flexneri 2aとSt. aureusで は培 地

に加えた グル コー スの 菌体 成 分 に 反 ぼ す影 響 が や や

異 るもの と考 え られ る.

2.沈 降 反応

家兎 免疫血 清 と粗製 核 蛋 白,核 酸 分劃 の沈 降 反応

を み る とSh. flexneri 2aで は 第5表 の 如 くで あ

第5表　 沈 降 反応St. flexneri 2a

-:対 照菌, ……:グ ル コース加培地発育 菌

-・-:グ ル コース. aa´-チ ビリヂル加培地発育菌

り,各 培地発育菌体 より得られた もの は何れ も100

～1000倍の沈降価を有 し,且 つ核酸分劃 も粗製核蛋

白と大差 ない点が溶血反応に於 ける所見 と異つ たと

ころである.

St. aureusで は第6表 の 如 くであ り,粗 製核 蛋

白のみな らず核酸分劃 も同程度の沈降反応を有する

が,た だグルコース. aa´-ヂ ピリヂ ル 加 培地発育

菌体よりの ものは核酸分劃の沈降反応が著 し く小で

あり,対 照培地,或 いは グル コー ス加培地発育 菌よ

りのものとは異つている.

aa´-ヂピリヂルはFe++と 結合 して これを除去

し,こ のための培地 に発育 した菌体はグルコース分

解に於ける焦性 ブ ドー酸以下の完全酸化が不円滑 と

なつていると推定 され る22).

この ことが菌体成分 に差異を来 し,上 の結果 とな

つたもの と考えられ る.

第6表　 沈 降 反応St. aureus

-:対 照 菌, … …:グ ル コー ス加培 地 発 育 菌

-・-:グ ル コ ー ス. aa チ́ ピ リヂル 加培 地発 育 菌

IV.結 言

1.上 述 の 如 き方 法 で 得 られた 核酸 分 劃 は溶 血 反

応 は陰性 であ るが,沈 降 反応 は陽 性 で あ り,こ の 両

反 応 は何 れ も抗原 と抗体 との 反応 で あ りな が ら この

よ うな差 異 が あ る こ とは抗原 と して の核 酸,蛋 白の

役割 を解 明す る一 つ の端 緒 とな る と考 え られ る.

2.培 地 に グル コー スを 加 え る とSh. flexneri

 2aで は溶 血反 応 が 大 とな り, St. aureusで は む し

ろ小 となつ て,菌 体 成分 の変 化 に対 す る グル コー ス

添 加 の影 響 が 菌 に よ り異 な るこ とが うかが われ る.

3. Fe++を 除 き,グ ル コー ス の 完 全 酸 化を 不 円

滑 にす るaa´-ヂ ピ リヂ ルを 加 え た 培 地 に発 育 した

菌(St. aureus)よ りの 核酸 分 劃 は 他 の 培地 の もの

と は異つ て 沈 降 反応 が陰 性 で あつ て,こ の 阻害 剤 の

添 加 に よ り菌 体成 分 に差 異 が生 じる ことが うかが わ

れ る.
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The Influences of Composition of Culturing Medea to Immuno-

logical Properties of Nucleic Acid and Relative 

Substances of Microorganisms
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Hemolytic and precipitin reaction of nucleic acid and nucloprotein fractions from Sh. 

flexneri 2a and St. aureus were studied and the results as follow are obtained.

1 In these microorganisms, hemolytic reactions of nucleic acid fractions were negative, 

and precipitin reactions were positive.

2 Nucleoprotein fraction from Sh. flexneri 2a grown on glucose added medea showed 

a stronger positive hemolytic reaction, whereas that from St. aureus tended to negative.

3 Nucleic acid fractions from these microorganisms grown on Fe++ deficient medea by 

adding ƒ¿, ƒ¿'-dipyridyl showed a negative hemolytic reactions.

4 From these results it could be seen that the immunological properties of nucleic acid 

or nucleoprotein fractions were affected by the composition of culturing medea.


