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緒 言

岡山県下に於て昭和27年来流行性肝炎の発

生を見るに至つたので,当 教室では本学山岡

内科及び浜崎病理学教室より肝炎患者材料の

分譲を受け.特 に肝炎病毒の実験動物による

分離固定を行い,再 三の失敗を経たが孵化鶏

卵培養により肝炎病毒に擬すべき一種の病毒

の分離に成功 した.

村上等1)は 肝炎病毒の分離に際し各種実験

動物を用いて,患 者材料殊に死亡患者の肝臓,

脾臓若 くは血液,糞 便,尿,十 二指腸液等を

接種 して分離を試みた.そ の際重篤な症状を

呈して死亡した患者の臓器(肝 若 くは脾)又

は血液等を厳重に無菌処置のもとに接種する

場合に於ても海〓,ハ ムスター,マ ウス及び

孵化鶏卵等の短時日の内に死亡するものが続

出して,分 離の目的の頓挫す ることが少 くな

いことを経験した.こ の場合には接種材料を

充分に稀釈することにより防止する事が出来

たと述べている.

斯 る接種動物の死因の原因については種々

考えられるのであるが,先 ず第一に病毒の所

謂急死毒とでも称すべきものの存在が疑われ

た.而 し乍 ら之等の動物接種実験に於ける病

毒分離は,失 敗に終つたので確認 されないま

まにされた.そ の後孵化鶏卵を用いて一種の

病毒が分離 されたので,之 等の病毒に於ける

毒素の有無の決定が研究課題となるに至つた.

ウイルスに於ける毒素の証明は既にインフ

ルエンザ病毒,鼠 蹊淋巴肉芽腫ウイルス或は

リケッチヤ等に就て追究され,細 菌毒素 とは

異つた形で証明されている,即 ち之等の毒素

はウィルス若 くは リケッチヤに於ける生命体

自体であつて今 日では決して単離できないと

されている.そ れであつて毒素の本態につい

ても勿論明確ではない.

著者は当教室保存の分離病毒を用いて所謂

急死毒に関する研究を行い,興 味ある所見を

得たので茲に報告する次第である.

実験材料及び方法

病毒:分 譲を受けた分離病毒は表示した如

き累代により保存されていた(第1表) .即 ち
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第1表　 供試病毒の由来及性状

孵化鶏卵の累代によつて分離された石原及び

小川株 と,マ ウス累代により分離された青森

株である.之 等の病毒の累代に於ては,孵 化

鶏卵の場合には漿尿腔内に鶏胎児乳剤(若 く

は鶏胎児肝臓乳剤)の 接種を行い累代を重ね

たものであり,マ ウスの場合は罹患マウス肝

乳剤を次代接種材料として用い累代保存され

ていた.な お孵化鶏卵に接種した場合鶏胎児

の死亡は7～10日 前後に於て見 られるが,マ

ウスの場合は感染死亡するものは見ない.即

ち不顕性感染を惹起するので,接 種14日 後に

於ける肝臓を中心とする病理学的所見によつ

て感染の判定を行わなければならない.

実験方法　 孵 化鶏卵の場合は孵化6～7日

卵を選び,漿 尿腔 内に0.2ml宛 病 毒含有乳

剤を接種す る．爾 後孵化卵の廻 転を行 い,毎

日鶏胎児を観察す る.接 種後2日 以 内に死亡

したものは総 て放棄 し4～10日 前 後にて死亡

した ものを收 集 し多数の鶏胎児 若くは胎児肝

臓 を集めて眼球,翼,肢,嘴 等を除却 し一括

poolし た 後秤量 し,滅 菌食塩水(pll7.0)を

添 加 した上Homogenizerに 装 し,均 等な る乳

剤 とな し, 2,000 r. p. m. 10min遠 心沈 澱操

作 した ものを,病 毒粗孔剤 と し実験 材料 とし

て用い た.な お保存には完全に凍結 しておい

た.又 マウスに於 ては罹患 マウス肝 臓を多数

poolし た後に同様粗乳剤を調製 して用いた.

接 種方法:分 離病 毒を用 いて行われたマウ

スの感染実験 に於 ては,種 々の接種方法を採

用 してい るが,そ れでは 毒素の存 在を推 測す

べ き所見 は得られ ていない ので,著 者 は従来

ウイル ス及び リケ ッチヤの毒素 の証明に,採

用 されている尾静脈内接種方法を採 用 した.

その方法は,型 の如 くマウス尾静脈を怒張せ

しめて0.2ml宛 接種し,所 謂急死毒の存在

を確めた.

実 験 成 績

i)各 病毒株に於ける急死毒の証明

各病毒をマウスの夫々腹腔,皮 下,脳 内,

経鼻,経 口等の感染経路による感染は不顕性

感染を惹起 しマウスは死亡 しないが,累 代も

可能であり,肝 臓を中心に定型的な病理学的

所見を観察 し得る点については既に村上等の

所見 もあり,更 に之を詳細に追試した同僚,

大賀2)の実験成績に於てもよく理解 される所

である.著 者は之等の実験方法では所期の目

的を達せず,初 めてマウス尾静脈内に病毒を

接種することにより,所 謂急死毒の存在を推

測すべき端緒を得るに至つた.

爾後の実験には各病毒の孵化鶏卵粗乳剤を

用いたが,こ の際孵化鶏卵内に於ける病毒の

増殖及び分布について も,知 る必要があると

思われたので生死別の鶏胎児乳剤,胎 児肝臓

乳剤,胎 児(肝 臓を除 く)乳剤等に夫々分ち実

験に供した.村 上等の実験結果では総て病毒

粗乳剤を6～8日 卵の漿尿腔内に接種し一定

時 日を経て,死 亡した鶏胎児若 くは胎児肝臓

乳剤を用いて累代移植を行つている.著 者は

先ず各病 毒を孵化鶏卵に培養後死亡胎児を集

め,胎 児粗乳剤を遠心沈澱して上清を用い夫

々の倍数稀釈を行い,急 死毒の測定を行つた

(第2表).そ の結果病毒乳剤を夫々尾静脈内

に接種する場合, 20時間前後に於てマウスの

死亡が屡々認められた.之 等の急死毒による

マウスの死亡を致命率で算出して表示すれば

第2表 の如 くであ り,青 森株80.95～33.33,

石原株19.05～14.29,小 川 株23.81～14.29

と大体多少 の毒性 の差異は存在 する様である.

次 に臓 器乳 剤を夫 々に別つて同様に接種 した

実験では次の結果 を得た(第3, 4, 5表),

是等 の実 験の結果 で判明 した事は各病毒株

に よ り,急 死毒の毒性 の差が些少 とも存在す

る事実 と共に,供 試 した各臓器乳剤によりそ

の示す毒性 は異 るものである.即 ち孵化鶏卵
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第2表　 各 病 毒 に於 け る急 死 毒 の 比 較

註. i)孵 化 鶏 卵胎 児 乳 剤 を用 い た.

ii)死/全 に 死 亡 マ ウス/使 用 マ ウス総 数 を 示す .

第3表　 各 病 毒株 に於 け る急 死 毒(1)

註.鶏 胎 児乳 剤 を 用い た.

第4表　 各 病 毒株 に於 け る急 死 毒(2)

註.胎 児肝臓乳剤を用いた.
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第5表　 各 病 毒株 に於 け る急 死 毒(3)

註.胎 児(肝 を除く)乳剤を用いた.

に各病毒株を接種した場合に,胎 児肝臓の有

無が大きく毒性を左右するとの印象が強い.

殊に肝臓を除いた場合には大きく毒性は低下

し殆んど急死毒は証明されぬ場合が多い.反

之して胎児乳剤若 くは胎児肝臓乳剤では,明

かに急死毒の証明が可能であり,毒 性は示さ

れている.既 に村上等の予報した如く本病毒

の性状は,明 かにHepatotropicの 病 毒で あ

ることは明かであるが,肝 臓親和性をもつ病

毒であるとの証明ともなり,更 に肝臓の有無

が,大 きく病毒のもつ毒性の上に窺われるの

である.

夫々の場合に就て検討するに胎児乳剤若 く

は胎児肝臓乳剤に於ては,そ の致命率は最高

52.63～ 最低20.00で あり,夫 々に病毒株に

よる差異は存在するが等 しく毒性は示されて

いる.こ の実験に於ける病毒株の毒性に差異

がある事実は,分 離後累代数を重ねた場合の

病毒株に低 く,分 離直後の病毒株に高い,即

ち分離累代の少い青森株に強 く,小 川,石 原

株は毎回の実験例に於て見ても一般に低い傾

向がある.

是等の実験に於ける成績では一般に急死毒

が証明されるが,肝 臓を除表した場合の胎児

乳剤には聊 も証明されていない事実は,孵 化

鶏卵に接種した場合の病毒の分布の一部を明

示したものとして興味がある.

是等の実験結果に表示した致命率は死亡マ

ウス数により算出されたが,他 の感染経路に

よる感染を行つた場合とか,マ ウス肝臓乳剤

を接種 して感染を行つた場合にはマウスの死

亡は稀に認めるに過ぎないで,短 時間内にマ

ウスの斃死を見た例はない.こ の事実から孵

化鶏卵培養によつて,マ ウスの尾静脈内に接

種された場合のみ,急 死毒の証明が可能とな

る訳である.

他のウイルス,リ ケッチヤの毒素に関する

研究では,そ の示す毒性は非常に不安定なも

のであつて,而 も増殖 した病毒含有材料を取

扱 う際は,可 及的低温で行 う必要を強調され

ているが,本 毒素の場合に於ても季節別によ

り,又 病毒稀釈の方法によつても影響を蒙る

ものの如く推測される結果を得た.即 ち季節

別によつては冬期が最 も毒性は強く而も安定

した致命率を示し,又 接種の際の稀釈によつ

ても多少の差異がある事実を経験した.

この諸点より本病毒の所謂急死毒と呼称す

るものは,必 ず病毒の高度の増殖が要求され

るが,そ れ と共に頗る不安定な存在であり,

容易に他の外界よりの影響を蒙 り変化 し易い

ものと考えられるのである.

なお之等の急死毒により斃死したマウスの各

臓器を,病 理標本により病理変化を確めた結

果では判然 とした病理学的所見が認められな

かつた.

次に各種病毒株に認められる急死毒に就て

諸種の条件を検討 して,先 ず本急死毒が分離

病毒に由来するものか,ま たは他のものに起

因するものか,の 証明を行い,そ の毒性に就

ても各種の実験を行つた.

ii)病 毒粗乳剤を遠心沈澱した場合の所見

前回の実験によつて孵化鶏卵培養病毒をマ

ウスに接種することにより,毒 素に該当する

と推定される所謂急死毒の存在を証明したが,
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之の接種前に予め病毒含有粗乳剤を高速遠心

沈澱し各分劃を得,夫 々の分劃に於ける急死

毒の証明を行つた.本 病毒が肝臓親和性をも

つ病毒であるため,病 毒含有粗乳剤を調製す

るに当り肝臓を含むか否かに,毒 性が大きく

変化することも明かであり,而 も病毒分布を

知るためもあつて総て病毒乳剤は鶏胎児,鶏

胎児肝臓,鶏胎児(肝 臓を除く)に夫々別つた.

なお遠心沈澱に際しては遠心回数を漸次変

化 し4,000～40,000 r. p. m.の 範囲に於て,温

度の影響を蒙らぬ様に注意 して専ら0 ～゚6℃

に於て操作することに努め,更 に予め凍結融

解を, 10～20回 以上反復 して行い実験に よ

る毒性の損失を防止する如く極力注意した.

4,000 r. p. m.の 遠心沈澱による影響

遠心沈澱を行つた場合当然病毒の損失は,

多少とも考えられ ることであるが,多 少とも

精製されて,混 入する組織片若 くは壊死性物

質を除去すると共に,病 毒の純化も行われる

ものと推測された. 4,000 r. p, m. 30minの

遠心沈澱操作によつても病毒の損失は予想さ

れたが,全 般的に見てさ程にも毒性の低下は

認めない.而 し乍 ら之等の成績を詳細に検討

するに,前 回の実験 と同様に肝臓の存在が病

毒の量的な存在を左右 し,而 も急死毒の証明

大きい傾向がある.即 ち鶏胎児及び胎児肝臓

にも影響は乳剤を用いた場合の致命率は,一

般に各病毒株共に高い様である.即 ち4,000

 r. p. m. 30min遠 心沈澱の操作により前回の

実験の致命率と比較 して殆んど差異は見られ

ない.致 命率は46.15～5.88の 間 にあ り各病

毒間に於 て も青森株28.57,石 原 株23.07,小

川株46.15で あ つて近似値 を示 してい る.更

に肝臓乳剤 の際は青 森33.33,石 原22.22,小

川16.66を 示 し多少の致命率 の動揺があ るが,

前 回の実験 よ り考慮 して先ず正 当な値 と評価

される と考 えられ る.反 之 して胎児肝臓を除

いた孵化卵病毒含有乳剤では,殆 んどマウス

の斃死は見 られない.こ れ等 の事実は明に前

者の場合に於ては,胎 児肝臓 に於 ける病毒 の

増殖が高 度であるが,後 者に於 ては病毒の増

殖が充分でない と解釈すべ きもの と思われ,

病 毒の分布 とい う点か らも大 きな差異があ る

事実を示唆 する ものであ る.斯 る急死 毒の証

明で きない場合果 して感染は不成立に終 る も

のか との疑 念が あるが,こ れは更 に第二編に

於て病理学的所見を参酌して追究 しているが,

急死毒の証明が不可能なる場合も,感 染は成

立する事も少くない事実は認めている.胎 児

肝臓を除いた際には急死毒は殆んど証明され

ていないが,肝 臓を含む乳剤と同様に感染の

成立はあるが,そ の病理所見が軽度に終る場

合が多い点より病毒の量的関係から論ずるな

らば,病 毒量は少いと推定されるのである.

なお之等の実験は同時期(12月 ～1月)に

同一条件のもとに死亡鶏胎児を用いた実験で

あつて,病 毒含有乳剤の遠心操作及び保存に

当つても,先 づその誤差は考えられないもの

と思われたが,同 一実験を反復 して3回 行い

正確を期 した(第6, 7, 8表).

第6表　 各病毒の遠心沈澱に依る毒性の影響(1)

註. i)鶏 胎 児 乳 剤 を 用 い た, ii) 4,000 r. p. m. 30min.(-6℃)
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第7表　 各病毒の遠心沈澱に於ける毒性の影響(2)

註. i)鶏 胎 児 肝臓 乳 剤 を 用 い た.

ii) 4,000 r. p. m. 30min.(-6℃)

第8表　 各病毒の遠心沈澱に於ける毒性の影響(3)

註. i)鶏 胎 児 肝 臓 乳 剤(肝 臓 を 除 く)を 用 い た.

ii) 4,000 r. p. m. 30min. (-6℃)

10,000 r. p. m.の 遠 心沈澱 による影響

4,000 r. p. m.の 遠 心沈澱操作 によ り供試病

毒 の毒性 の低下は,致 命 率で比較す るに余 り

差は見 られないが,依 然 として各病 毒株の間

には些少なが ら も差異があつた.そ れ と同時

に肝臓の有無で も,相 当の急死 毒に影響があ

る事実 を 知 り得 たが,そ の 性 状 は10,000

 r. p. m.の 遠 心沈澱に よりては 更 に著 しい毒

性 の低下を来たすであ ろ うことは明白であ る.

遠 心沈澱に当 り分離病毒含有粗乳 剤よ り出発

した材 料であ り,当 然病 毒と共に組織片が混

在す ることは考 えられ るが,漸 次遠心沈澱速

度 を増加す るに従つ て,粗 大組 織片 と共に混

在す る病毒の侵入増殖に よ り惹起 した壊死性

物 質 も,ま た沈澱す るこ とは疑いない事実 で

あ り,加 之病 毒自体 の組織片 と共に沈澱 する

ことも考慮 しなけれ ばならぬ訳であ る.一 部

に於ては病 毒の精製 若 くは純化に向つている

反面病毒の損失 もまた必然的な現象であ ると

推 測された. 10,000 r. p. m. 30minの 遠 心沈

澱 に於け る毒性 の影響を 見るに,先 ず青森株

の致命率26.66を 最 高に小川株22.22,石 原 株

11.11と,依 然 として前回の実験 と同様な急死

毒は認め られた.又 鶏 胎児乳剤別 よ り見れば

鶏胎児肝臓 の青森株致命率33.33,更 に石原株

の22.27が 亜 ぎ,小 川株は22.22で あつて,

鶏胎 児乳剤では26～22の 間 にあ る.胎 児 よ

り肝臓 を除いた場合は,殆 ん ど毒性 が認めら

れぬ点 は前回 の実験 と同様であ る.本 病毒は

10,000 r. p. m. 30minの 操 作に よつ ても,そ

の上清には病 毒の相 当度の残存 があ ると推測

され る.先 人のウイル ス,リ ケ ッチヤの報告

では4,000～7,000廻 転1時 間 の操作でかな

りの影響を受け る如 くであ るが,本 病毒では

なお耐過 してい る事実 は興味が深い.そ の性

状 の内特に病 毒の大 きさは相 当小 さい もので

あろ うとの推定 もで き,か つ高度に増殖 した

場合 に毒性が強い こ と,又 遠心操作に も大き

い影響 を受け難い等 の諸性 状を有す るもので

あ ることが推測 された(第9, 10, 11表).

20,000～40,000 r. p. m.の 遠 心沈 澱の影響

最 後 に 遠 心 沈 澱 速 度 を20,000～40,000

 r. p. m.と 漸 次 増加 した場合 に於 け る急死毒

の存在を検討 した.
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第9表　 各病毒の遠心沈澱に於ける毒性の影響(4)

註. i)鶏 胎 児 乳 剤 を 用 い た.

ii) 10,000 r. p. m. 30min.(-6℃)

第10表　 各病毒の遠心沈澱に於ける毒性の影響(5)

註. i)鶏 胎 児 肝 臓乳 剤 を 用 いた.

ii) 10,000 r. p. m. 30min.(-6℃)

第11表　 各 病 毒 の 遠 心 沈 澱 に よ る 毒 性 の 影 響(6)

註. i)鶏 胎 児(肝 臓 を 除 く)乳 剤 を 用 い た.

ii) 10,000 r. p. m. 30min.(-6℃)

既に4,000 r. p. m., 10,000 r. p. m.の 速

度 に於て,多 少 とも病 毒の損耗 が見 られ,随

伴物質の組織細片 と共 に壊死物質 も沈澱す る

ことは 自明の理であ る. 20,000以 上 の遠 心沈

澱を行つた時は,病 毒量はか な りの量的 の損

失は見 られ る として も,組 織物質は充分 に沈

澱 され,病 毒自体のあ りかた も,よ り純 粋な

形であ るもの と予想 され,こ れ らの個々の病

毒の集合体の純粋な形に よる毒性 を知 り得 る

もの と考え られ た.

そ の実験結果か ら見 るに明かに病 毒の毒性

の低 下は著 しい.即 ち青森株 に於ては20,000

 r. p. m. 30minの 遠 心沈澱 によ り致命率は最

高31.25に な り, 40,000 r. p. m. 30minで

は わずかに6.66を 示 す までに至 り他 の場合は

証明 し得ぬ場合 もある.こ の事実は病 毒が組

織細片 と共に,沈 澱 に移行 した と見做 し得 る

のであ る.青 森株 は前 回の実験に見 るに比較

的高 い致命率を示 し,而 も比較的安定 した急

死毒が証 明されていただけに,病 毒の沈澱 と

考える外 には ない(第12表).

之 を他 の病 毒株小川株に於て見 るに同様 な
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第12表　 各病毒の遠心沈澱に於ける毒性の影響(7)

註. i)青 森 株 を 粥い た.

ii)各 遠 心 沈澱 上 清 を接 種 した.

結 果 が 得 ら れ た.即 ち20,000 r. p. m.で は

致 命 率 は33.33～20.00を 示 す が, 40,000

 r. p. m.で は わ ず か に6.66を 示 す 例 が1例 に

過 ぎ な い が,他 の 場 合 に は 全 く致 命 率 は 見 ら

れない.こ の事実は明かに毒性の低下を招来

したと見られ沈澱に移行 したものと推測され

る結果である(第13表).

第13表　 各病毒の遠心沈澱に於ける毒性の影響(8)

註. i)小 川 株 を 用 いた.

ii)各 遠 心沈 澱 上 清 を 接種 した.

次 に青 森 株 に 就 て 先 の20,000～40,000

 r. p. m.の 遠 心操作によ り毒性 が 非常 に 減弱

した例があるので,毒 性物 質を追求す る意味

か ら,遠 心沈澱 した部分を原 量の緩衝液に浮

遊 させ て,接 種 した結果 毒素の恢復があ り致

命率は33.33～6.66程 度 に証明 され る点 は興

味深 く考え られ る.

高 速度遠心機 による沈澱での精製 も,あ る

程度 可能なる事実を窺 い得 られた と思推 され

た(第14表).

iii)病 毒の毒性に対する加熱の影響

肝炎病 毒が耐熱性を有す る事実に就 ては,

既 にHavens(1944)3) 4)以 来 先人 の報告によ

りて認め られた.著 者 の用いた分離病毒に就

ては既 に耐熱性試験が 行われ,村 上等5) 6)の

予 報及び同僚時末7)の 詳細 な る実 験 の結果,

 75℃ 30minま で も耐え得 る事実が挙げられ

てい る.

同僚時末 の実験は耐熱性の限 界を専 ら病理

学的所見に求めているため, Havens等 の評
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第14表　 各病毒の遠心沈澱に於ける毒性の影響(9)

註. i)青 森 株 を 用 いた.

ii)各 遠 心沈 澱 の沈 澱 を 接種 した.

価と聊か異る限界であるが,現 在の肝炎研究

の過程に於ては,先 づ一応の成績と見做し得

るのである.著 者は時末の実験結果を考慮し

て病毒の毒性が熱に如何に抵抗するかの一応

の見解を求める意味から実験を行つた.従 来

迄報告されているウイルス,リ ケッチヤの毒

素は一般に熱に抵抗 しないものとされている.

著者は各病毒株を夫々に孵化鶏卵に接種し

て病毒含有乳剤を得た上, 4,000 r. p. m. 30

min遠 心沈澱して得た上清 を使 用 し耐熱試

験を行つた.そ の術式及び判定要領は時末の

方法を踏襲した.そ の実験成績では前記の加

熱処理を施さない場合と比較して,マ ウスの

斃死に見る急死毒は幾分低下する傾向が認め

られたが未だ相当の毒性を示している(第15

表).

第15表　 病毒株の毒性に及ぼす加熱の影響(1)

註.各 病毒共孵化鶏卵胎児乳剤を用いた.

即 ち実験に用いた病毒株の内青森株に於て

は致命率は44.44～43.85,石 原 株では50.00,

小 川株では44.44～5.55の 数 値 を示 し,急 死

毒の存在は,一 様にやや低減す る傾向を認め

た.従 来 ウイルス,リ ケ ッチヤに於け る毒素

と称 され るものは,熱 に抵抗性 を有 しない も

のとされているが,本 実験に於け る成 績では

明かに56℃ 30minの 加熱に対して,幾 分の

毒性の低下は認められるとしても,あ る程度

抵抗するものと解釈されるのである.

次に青森株を使用して前回と同様の加熱処

理を行つた結果では,加 熱処理温度の上昇に

伴い次第に致命率は下降しているのが見 られ

る.即 ち56℃ 30minで は致命率44～38が
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65℃ 30minで は22～17ま で下降 し70℃ 30min

以上の温度で処理する時は,全 く毒性は消失

す る迄に至るのが,致 命率より推定される.

以上の諸点から著者の考えた急死毒に対す

る概念は,従 来唱えられたウイルス,リ ケ ッ

チヤの毒素に対する考えとやや異 り,病 毒の

比較的強い高度の増殖を惹起している場合の

一種の表現であり,毒 素と称するには過言で

はないかとの疑念 も生ずる訳である.今 日に

於ける斯るウイルスの毒素に対する解釈は,

未だ決定的なものではなく,決 して細菌毒素

等 と同一視し得られるものでない.そ の性状

はウイルス自体より単離は不可能であるとか,

必ず高度のウイルスの増殖があつた場合のみ

毒性が発揮されるに至るとか,我 々の毒素の

概念 と極めて異つた見解があることは,そ の

本体が依然疑問視されている現状では敢て不

思議ではない.

著者の病毒に就ても,之 等の抵抗性の強い

点のみに拘泥 して,急 死毒の存在を否定 し去

ることは危険であると思われるので,只 抵抗

性を有する事実が,病 毒の耐熱性と符号する

ことに興味があ り,而 も毒素の特異性状とも

なるものと考えるに至つた.

第16表　 病毒株の毒性に及ぼす加熱の影響(2)

註.青 森 株 を用 い た.

第17表　 各病 毒 の濾 過 に 依 る毒 性 の 影 響

註. Seitz, E. K.に よ り 濾 過 し た.
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iv)病 毒 の濾過による毒性の影響

分離病 毒の濾過実験は既に村上等5)更 に之

を詳細に検討 した時末の実験に も論述 された

が,既 に濾過管を通過す る事実が知 られ てい

る.著 者 も同様 な実験方法を用いSeitz. E. K

に よ り濾過す ることに よ り急死毒に影響があ

るか どうかに就て以下実験を行つた.時 末の

実験に従えばSeitz. E. K.は 完全 に通過す る

が,一 部の病 毒の濾過 板 に 吸 着 され,か な

りの病 毒の損失が見 られ る事実を指摘 してい

る.著 者はSeitz. E. K.を 用 い4,000 r. p. m.

 30min遠 心処理 した病 毒含有 乳 剤を 濾過 し

た.濾 過試験に当つては予め予備実験を行 い,

濾過器の機能を確かめたる後,各 病 毒株の乳

剤を濾過 し直ちにマウス尾静脈内に接種 しそ

の毒性 を検討 し,致 命率を算 出して表 示した

(第18表).

是 等 の実験例に於 ては各病 毒株 と もSeitz.

 E. K.に よる濾過 に より,濾 液には著 し く毒

性の低下が認 められ る.即 ち各病 毒の間に於

け る致命率は青森株に於ては38～33,石 原 株

では26～6,小 川 株では42～26と 激 しい急死

毒の減弱が見 られた.こ の事実は 当然濾過板

を通過す ることに よ り,病 毒及び組織細片等

はかな りの量 に濾過板 上に も残 り,更 に濾過

板 に吸着 されるための損耗 とも解釈 され るの

で,病 毒の量的に も相 当の損失があ ると推定

されるので,濾 過液内に証 明 され る急死毒の

損失が大きいことも当然 と考え られ た.

v)各 病毒株に於ける毒性の薬品による影響

分離病毒の不活化実験に就ては,既 に村上

等の報告があ り,同 僚時末 もまた詳細な実験

成績を記載している.そ の実験成績では0.2

%フ ォルマリン若 くは0.01%マ ーゾニンの割

に添加して放置する時は,大 略3週 間以上放

置することにより不活化するものと推測して

いる.著 者は時末の実験に倣つて実験を行つ

たが,接 種は尾静脈に行つたことは前述の実

験と同様である.

著者の実験の目的は病毒の之等薬品添加に

伴 う病毒の不活化により,病 毒の示す急死毒

もこれに平行して無毒化が起 り,そ れに伴 う

抗原性の残存か若 くは破壊があ り得ると考え

無毒化試験と同時に感染防禦試験を行つた.

先ずマーゾニンを添加した場合時末は3週

間にして不活化が行われることを指摘してい

るので, 7, 21, 35日 の夫々の日数に於て毒

性 を検討 した. 7日 に於け る保存では殆ん ど

毒性 に変化がない.即 ち致命 率で比較す るに,

最 高小川株 の38.88よ り青森株 の33.33を 境

界 として爾 後 日数を経 るに従つて, 21日 で は

青森株33.33,小 川 株27.77と 降 下 し,マ ウス

の死亡数は減少の一 途を辿 り, 35日 後におい

ては各病 毒株共に,マ ウス死亡数 よ り無毒化

が推 定された.(第18表)

これを フォルマ リンに よる無毒化試 験に見

るに,青 森株では致命率は52～15迄 減 弱 し,

石 原株では14～4ま で完全 にまで無毒化が進

第18表　 各病毒の毒性に対するマーゾニンの影響

註.各 病毒共胎児乳剤を用いた.
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第19表　 各病毒の毒性のフオルマリンの及ぼす影響

註.各 病共孵化鶏卵胎児乳剤を用いた.

行し,更 に小川株では33.33よ り無毒化の経

過を辿つている).第19表)

是等の実験に明かなる如 くフォルマリン.

マーゾニンの添加により,病 毒の不活化と殆

んど平行して無毒化が行われる事実は,所 謂

急死毒の本態が之等の分離病毒に由来し,病

毒の高度の増殖の場合は強い毒性を発揮 し,

病毒の量的に小なる場合は毒性は低いもので

あ り,毒 素そのものの存在が,病 毒の増殖に

大きく影響されることが判明するものであつ

て,急 死毒の性状の一端が聊かでも窺い知 り

得たと推測されるのである.

vi)無 毒化された各病毒による感染防禦試験

各病毒株を用い感染防禦試験 も既に村上

等1)に より行われた.こ れ等の方法は予め不

活化 された病毒を,マ ウスの腹腔内に反復注

射を行い,一 定期日後に生病毒により攻撃 し,

殊に病理学的所見により,感 染の成否を知る

にあつた.こ の実験では不活化病毒の接種に

よりて各病毒株に於て一様に免疫が認められ,

使用した病毒株の性状は概ね一元的と見做し

得る結果であつた.著 者は先ず病毒の示す毒

性の上に立脚して,急 死毒の示す致命率によ

り免疫性の賦与が可能かの問題,換 言すれば

無毒化 した病毒乳剤を用い,予 めマウスを免

疫し,更 に生病毒を使用し攻撃しマウスの斃

死の阻止が可能か否かを検討することにより

毒性の側から免疫性の獲得を観察するにあつ

た.

実験の術式は前回の実験と同様であつたが

今回は接種方法が無毒化乳剤をマウスの尾静

脈内に接種し,更 に生病毒の攻撃も同様の経

路 より行つた.そ の実験成績では青森株の無

毒化乳剤により免疫を行い,各 病毒株による

第20表　 無 毒化 乳 剤 に 依 る感 染 防 禦 試 験

註.青 森株無毒化乳剤を用いた.
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攻撃を試みた結果,同 病 毒の青森株では完全

にまで防禦され急死毒が証明されぬに拘わら

ず,他病毒株の石原株ではなお致命率は23.81,

小川株では16.66を 示 し,夫 々の対照群の示

す致命率とは差はあるが,こ れが有意の差で

あるかどうかの判定にはなお迷 う様な結果で

ある.而 しながら免疫する無毒化乳剤の接種

量が少 く充分に免疫性を獲得していない状態

で,生 病毒の攻撃を受けたとも解 されるが,

弱い状態でも,多 少の防禦性を発揮している

事実は明かであり,又 各病毒間の致命率の差

は,抗 原性の差と解するには致命率の近似し

ている点からも先ず考えられぬが,他 の実験

とも綜合考察 した上で評価する必要があると

思うのである.

vii)免 疫血清による中和試験

肝炎病毒を用いての中和試験は未だ成功し

たとの報告はない.分 離病毒を用いた中和試

験は既に病理学的所見によつて判定 す る方

法8)が試みられている現況である.

著者も急死毒による中和試験がある程度奏

功するかの疑念のもとに,先 人の術式10)に倣

つて実験を行つた.

この実験結果では免疫血清の力価を予め補

体結合反応を行い確めた血清と,別 た対照血

清とに別けて使用したが,或 る場合には中和

が確実に行われたかに推定された例があ り,

マウスの斃死はない.他 の場合ではまだ少い

が,少 数の斃死が認められた.即 ち青森株の

中和は確実に認められた ものであ り,石 原株

では致命率11.11が 示されている.対 照血清

との区別は明かであつてその間の判定に迷 う

ことはない.

次に小川株病毒の場合には青森株免疫血清

では中和が行われ,他 の石原株及び小川株で

致命率22.22～16.66を 示 している.即 ち充分

な中和試験に終つていない.兎 に角一応の中

和現象が観察されるが明瞭ではない.之 の事

実に免疫血清の力価にも影響されるであろう

とも推測されるが,急 死毒の毒性が一般にマ

ウスの斃死数を示す致命率に算出 した時に,

低いという点も,明 瞭な結果を得難い理由に

もなると考えられる.又 病毒量が量的に多い,

場合は部分中和が進行するが,抗 体に捕捉さ

れぬ病毒も多分に存するであろうとも思われ,

従つて致命率 も平均して高い価を示すに至る

が,反 対に病毒量が少い場合は,当 然急死毒

は低下するであろうとも考えられるのであつ

て,こ の中和試験に於ける結果は再検討の要

があるものと考えられた.

要之,中 和試験の結果から幾分とも,急 死

毒に対する抗血清の中和現象が見られること

は,病 毒に由来する急死毒であることが明か

であり,そ の中和能から見て病毒株の性状は

相通ずる抗原性を,保 持するものと推測され

る.

第21表　 免 疫 血 清 に よ る 中 和 試 験(1)

註.病 毒は青森隊を用いた.
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第22表　 免 疫 血 清 に よ る 中 和 試 験(2)

註.病 毒 は小 川 株 を用 い た.

総括及び 考按

ウイルス若 くは リケ ッチヤの毒素に就 ては

既にインフルエ ンザ9),リ ケ ッチヤ11)等 に証

明 されているが,細 菌学 領域に於て 毒素 と呼

称 される ものと比較 してそ の性 状は著 しく異

るものが あることは周知 の事実であ る.ウ イ

ル ス及 び リケ ッチヤに存在す る毒素は病 毒自

体 より単離で きない もので,病 毒自体が生命

体 であ り,毒 素である場合が 普通である.純

粋な形 でと り出す訳に もいかない し,ま たこ

れが 毒素 だと表示すること もで きない当然 毒

素=病 毒であ る.だ か らウイル ス領域に於け

る毒素 と呼称す ることに矛盾が あ ると推測 さ

れ るのである.

著者は肝炎患者材料より分離 された病毒の

分譲を受け,各 病 毒の急死毒の存在及びその

性状に就て検討を行つた.

分離病毒に見られる急死毒も先述の既知ウ

イルス毒素と同様に,病 毒自体 より抽出でき

るものではなく,遊 離 し得られ るものでもな

い.毒 素自体が病毒の多数の集合体であり,

感染部位をマウスの尾静脈内に接種する場合

のみに証明せられ,他 の接種部位では証明せ

られないものであつて,毒 素の存在はマウス

を短時間に急死せしめる事により表現される

ものである.而 もこれ等の毒素の性状が殆ん

ど病毒の性状と平行してお り,耐 熱性,無 毒

化に於ける状態等は特有な性状である.更 に

完全な形で終らなかつたが,感 染防禦及び中

和試験等に於ても,略 々病毒自体に由来する

ものであつて,決 して他よりの産物ではない

ことも首肯し得るであろうと思われる.

以上の諸点を綜合すると既に述べたウイル

ス及びリケッチヤの毒素と一部に於て合致し,

一部に於てなお疑問視すべきものがあるが,

病毒の毒素 と呼称 しても支障はないものと思

惟 される.

結 論

岡山県下に発生した流行性肝炎患者より分

離 された病毒を用いて急死毒の存在及びその

性状に就て検討を行い次の結論を得た.

1)分 離病毒に証明せられる毒素は,他 の

ウイルス及び リケッチヤに就て報告 された毒

素と略々共通した性状を有してお り,孵 化鶏

卵累代培養に於て,マ ウスの尾静脈内接種に

より急激な短時間の斃死によつて認められる.

2)こ の急死毒は各病毒株の間には多少の

強弱がある.一 般に分離後孵化鶏卵累代を継

続 したものでは毒性は減弱の傾向がある.又

病毒孵化鶏卵累代の鶏胎児の生死により毒性

の強弱が示される.結 局分離直後の場合鶏胎

児の死亡率の高い時期,換 言すれば病毒の増

殖が非常に高度な時には,毒 性は強いのであ

つて,病 毒量の多寡により毒性は左右される.
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3)急 死毒が病毒自体に由来する事実は,

中和試験等より明に証明せ られる.中 和試験

は明瞭な結果を得るまでに至つていないが,

各病毒株の示す毒性は致命率で表示すれば,

一般に低い傾向があ り明瞭な結果を得難い懸

念がある.而 し中和の傾向は認められるので,

病毒に由来するものであろうとの推測は可能

であつて,各 病毒株に性状は共通のものであ

ると考え られた.

4) 急 死 毒の一般性状 よりして分離病毒 と

その性状 は近似 してい るが,そ の本態 に就 て

は未だ疑問 であつて吟味 する必要 があ るが,

病 毒の起病性には大 きな関係 があ り,而 も大

き く病 毒の性状を支配す るものである.

稿を終るに当り,終 始御教示を受け且御校閲の労

を賜つた恩師村上教授に心から謝意を表する.
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Studies on the Pathogenic Agent of Infectious Hepatitis in 

Okayama Prefecture

I: Demonstration of lethal toxin of the virus cultured in 

embryonated hens'eggs

By

Motoomi Inagaki

Department of Microbiology, Okayama University Medical School

(Director: Professor Dr. Sakae Murakami)

The author studied the presence and the natures of the lethal toxin of the virus isolated 
from the patients of hepatitis in Okayama prefecture. The results were as follows:

1) The toxin of hepatitis virus has nearly the same natures as those reported about 
other sorts of virus and rickettsia, and its presence is proved by the death occurring in 
a short time after the inoculation of the embryonated egg-culture into the caudal vein of the 
mouse.

2) Some difference of the toxicity of this lethal toxin was observed among the strains 
of virus. The toxicity generally tended to fall by the successive cultivation of the virus in 
embryonated eggs. When the newly isolated virus is used, the toxicity varies with the quantity 
of the virus and is strong when the virus multiplies very well and the inoculated embryos 
show the high mortality.
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3) The fact that the lethal toxin comes from the virus itself is proved by the results 
of neutralization test and others, though definite results are not yet obtained in the neutral
ization test.

4) The naturs of the toxin are common to all virus strains, and, judged from the 

general natures, this lethal toxin is very much alike to the virus itself. though its essential 
nature is still in question and needs further studies. It is considered, however, that the 
lethal toxin controls the natures of the virus and is greatly related with its hepatitis-causing 
nature.


