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助 川 舶 血 Ⅷ 血 肌 鮎 に よ り 塵生 さ れ る糖 ペ プチ ド複合体をそ の堵衰滅披か ら分離し, 薗の形態

と産生糖ペ プチ ド複合体の 化学組成と の 関係 お よ び糠ペ プ チ ド複合体 の化学組成 と免疫学的性質と の関係

につ い て検討 した
. 勧o r oLh ri r s c h e n ckii ( A T C C l O 2 68 株) を 0 .5 % ペ プ トン

, 0 .5 % 酵母 エ キス
,

2 % ブ

ドウ糖含有透析液体培地に 25
u

C で 振激 増餐し, 堵餐後 2 , 7 お よび 14 日目 に 薗の 形態を観察 し, ま た増強

濾液から C o n A
～

S e ph a r o s e 4 B カ ラム ク ロ マ ト グラ フ ィ
ー に よ り C o n A 結 合性糖 ペ プチ ド複合体 を 釧軋

さらに D E A EN S e P h a d e x A 5 0 カラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り C o n A 非結合性槻ペ プ チ ド複合体を分離

50 した . 増発後の 歯形態と 糖ペ プ チ ド複合体の糖組成の 比較検討 によ り
, 増強2 日日 には 薗の ほ とん どす べ

ては分生子 を持 た な い 菌糸で あり, そ の時 期に 分離さ れ た 糠ペ プ チ ド複合体の 糖部分 は ほ と ん どす べ て

m a n n o s e に よ り構成さ れ るが
,
7 お よ び 14 日目 に は薗は 分生子お よ び胞 子 へ の分化を示すと ともに糠ペ プ

チド複合体の糖組成 に か な り 多魔の rh a m n o s e と少魔の g a la c t o s e が増加す るこ とが明 らか にされた
. 免疫

拡散法で は, 培餐後 2 日目の 濾減 か ら分離さ れ た 画分 は抗 鼠 ざCゐg 乃 C南方抗血清に対 して 弱い 反応を示 し
,

* 抗 助c c 血 相 〝叩ぐgざ αγ紺 由由β 抗血滴に 対 し て強 い 交叉 反応 を示 した が, 培餐後7 日目 お よび14 日日の源液

から分離され た画分 は す ぺ て抗 鼠 . 汀蝕弼 d 漬 抗血 清 に 対 して強い 反応性 を示 し, また抗 都 抽 耐 蝕 か捌
一

触 川ねe K 4 7 抗血清, 抗 α 感毎押 流 踊 = 肌 開 削 劇 抗血清お よ び抗 鼠 c g 柁 ぬ 由β 抗血清 に対 して も種々 の

程度の交叉反応性 を 示 し た
.

こ れ ら の 免疫拡 散法 の 結 果 よ り rh a m Il O S e の み で なく, g al a ct o 馳 お よ び

m a n n o s e も 抗原決定基と して血清学的交叉 反応 に 関与 して い る こ と が 示唆 さ れ た. 5 . ね地 相 兢 感作モ ル

モ ッ トに よ る皮内反応 に よ り
,
C o n A 結合性糖 ペ プチ ド複 合体 は遅延型反応 に 対す る抗原性を示すが, C o n

A 非結合性糠ペ プ チ ド複合体 は それ を示さ な い こと が 明ら か に さ れ た .
な お

,
そ の よう な 適 い は これ らの糖

ペ プチ ド複合体の ペ プ チ ド部分の ア ミ ノ酸組成の 差異に よ る こ と が示 唆 され た .

K e y w o r d s SP o r()th rix s c h e n ck ii
,
D o u bl e i m m u n o diff u si o n t e st

,
S ki n t e st

スポロ トリ コ ー シ ス ( s p o r o t ri c h o si s) の 免疫学的診

断法は191 0 年頃か ら 始め ら れ
1 )2)

,
血清反応 お よび皮内

β流の抗原と し て , ㊥ 0 相 似 五 5 (｡ゾヱg 乃(
､

鬼才ブ( 5 . ぶぐ/エビ/～(
､

カブ才)

の菌僻)
, 培養濾液

4)
ま た ほ そ れ らか ら の 粗製抽出物質8)

が用いられ てい たが
, 近年 そ の 抗原物質が 問題 と な り ,

抗野性物質の 精製と そ の 免疫化学的情状 が 追究 さ れ て

きた. この点に 関し て
,
S . 5 r如 乃ぐ捕 の 菌体 お よ び培養

液液から抽出され た 糎ペ プ チ ド複合体が強 い 即 時型及

び遅延型反応を示 す こ と ,
こ の 複合体の 多糖 体は 主に

rh a m n o s e と m a n n o s e か ら成る こ とが これ まで に 示 さ

れ て い る
6 卜 9】

. ま た こ の 多糖体 は, α
- (1 ,

→ 6) 結合 した

m a n n o p Y r a n O S e の 主鎖 に
,
α

- L -

rh a m n o p y r a n o s yl ま

た は
,

L r し r h a m n o p y r a n o s y ト(1 ,
→ 2) -

1
L -

rh a m n o -

P y r a n O S yl 側鎖 を持 ち
,

こ れ ら L て h a m n o s e の 非還元

末端が血清学的な 抗原決定基の 重要な構成要素であ る

と報告され てい る 抑 1 1)
.
L -

rh a m n o s e は細菌類 に は広く

分布し てt ゝ る糖で あ る が, 真菌で は こ れ ら を持つ も の

は 稀 で あ る
1 2)

. 従 っ て
,

L -

r h a m n o s e を 有 す る S .

T h e V a ri a ti o n of I m m u n o c h e m ic a l P r o p e rtie s of P e p tid e - P oly s a c c h a rid e s P r o d u c e d

by 5如㌢りth rix s c h e n c kii D u ri n g D iff e r e n ti ati o n . M i n o ru T a k a t a , D e p a r t m e n t o f D e r m a -

tolo g y ! ( D ir e ct o r: P r of . T . H ir o n e) ,
S c h o ol of M e di c in e

,
K a n a z a w a U n iv e r sit y .
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血 転 柑 誠 の 多糖体は 極め て特徴的 で, 血清学 的特異性

も L てb a m n o s e によ る と考 え られて き た 潮
.

と こ ろが 最近, S . s ch e n ckii は r
･

h a m n o m a n n a n 以 外

の 多糖体 を産生す る こ とが 示 さ れ た . M e n d o n c a ら
1 4)

は, 5 . s cあg 佗戊ff が 二相性真菌で ある こ とに 注目 し, 薗

の形態の変化 に より産生 され る多糖体の 組成 と構造も

変 化す る の で は ない か と考 え, 薗株, 培地組成, 培養

温度 およ び培 養日数 を変え る こ と に よ っ て 胞子 の み ま

た は 菌糸の み の 培葦 を得 た . そ して 胞子か ら m o n o r
-

h a m n o s yl rh a m n o m a n n a ¶ を , 分生子 を形成 した 菌糸

か らdi rh a m n o s yl rh a m n o m a n n a n を,
分生子 を持た

な い 菌糸の菌体か ら g al a c t o m a n n a n を, また その培葉

上清か ら m a n n a n を それぞ れ抽 出した と報告 してい る
.

しか し, これ らの g al a ct o m a n n a n や m a n n a n の 生物学

的活性 はま だ全く知 られ て い な い
.

本研究で は, 菌株, 培地組成 お よ び培養温度を 一 定

に 設定 した 曳. 5 C 鮎乃 Cゐオg 増車の 培養液液 か ら種々 の 時

期 に抽 出さ れた 糖ペ プ チ ド複合体 に つ い て
, 菌 の形態

と塵生糠ペ プ チ ド複合体 の化学組成 との 関係お よ び糠

ペ プチ ド複合体の 化学組成 と免疫学的性質の 関係 を検

討し た .

材 料 と 方 法

Ⅰ . 使用菌株と培養条件

薗株 は S a b o u r a u d ブ ド ウ糖 寒天斜面培地 に 保存中

の S . s c h e n c kii ( A T C C l O 2 6 8) を用い た .
こ れ を 0 .

5 % ペ プ ト ン, 0 .5 % 酵 母ヱ キ ス , 2 % ブ ド ウ糖含有透析

液体培地 に室温 で 2 週間振汲 培養 した
.

その 薗液 0 .0 1

m l を同 じ透析液体培地 2 50 m l に 加 えて 25
0

C で 振漫培

養 し, 培養後 2 , 7 ま たは 14 日目に 各培地 に ホ ル マ リ

ン を 2 % の 割合で加 え
,
い ずれ も室温で 一 昼夜静置 した

の ち
, 培地 申の 薗の 生育形態 を顕微鏡下で観 察 した .

ⅠⅠ. 糖 ペ プ チ ド複合体 の 精製 (図 1)

培養後2
,
7 お よび 14 日目 の ホ ル マ リ ン 添加菌液を

遠心 して培養液液 をと り
,
こ れ らの濾液 を流申水で 5 日

間透析 し, 風 掛 こよ り約 1/ 2 0 に 濃縮 した
. 演縮液 に 5

倍 量の 99 % エ タ ノ
ー ル を加 えて 生 じた 沈殿物 を アセ ト

ン で脱水乾燥 し, 粗製抗原 を得た
. 粗製抗原よ り糖 ペ

プチ ド複合体 を精製 す る た め に用 い た 方法は 次の よ う

で ある
.

1
.

C o n c a n a v al in A ( C o n A ) -

S e ph a r o s e 4 B カ ラ

ム クロ マ ト グラ フ ィ
ー

粗 製 抗 原 を C o n A -

S e p h a r o s e 4 B カ ラ ム (1 .5 ×

45 c m ) に 添加 した . 溶出 に は 20 m M T ri s
-

H CI
･ 0 .5 M

N a C I . 緩衝液( p H 7 .5) を用 い 2 .5 m l/ b r の 速度で 行な っ

た . 吸光度 280 n 皿 で 測定 して
, C o n A 非吸着画分( F

- 1) が完全 に溶出さ れ た の ち ,
さ ら に 0 .1 M m e th yl- α

- D -

m a n n O Si d で C o n A 吸着画分 ( F-2) を溶出した
.

2
.
D E A E

-

S e p h a d e x A 5 0 カ ラムク ロ マ トグラフ 巨

C o n A- S e ph a r o s e 4 B カラ ム で再溶出した ト1 をさ

ら に D E A E
-

S e ph a d e x A 5 0 (1 ･5 ×30 c m ) に 添加した .

溶 出に は O 15 M T ri s- H C l 緩衝液 ( p H 7 .5) を 剛 ゝ
, 1 .

5 m l /b r の速度で 行な っ た . 各チ ュ
ー

ブ ごとにア ンス ロ

ン 反応 (後述) を行 な い, 本反応陽性の 画分(ト1 a)

を分離 した . 得ら れ た 画分は
,
各々4

0

C の 蒸留水で2 日

間透析後
,

凍結乾燥 した .

ⅠⅠⅠ. 精製糖 ペ プ チ ド複合体 の 化学分析

1
. 糖 の 定豊

ア ン ス ロ ン 法
1 6) に従 い, m a ‡1 n O S e を標準として行なっ

た
.
1 m g/ m l の浪度 に溶解 した試料 0 .3 m l をアン スロ ン

試薬 3 ,O m l を 加 え, 沸騰 水中 に正 確に 10 分静置し
, 水

で 急冷後発色を 620 n m で測定 した
.

2
. 蛋白 の 定盤

F oli n
-

L o w r y 法1 8)
に従 っ て行な っ た .

1 m g/ m l の濃

度 に 溶 解 し た 試 料0 .3 m l を F o li n の A 液3
.
O m l に加

え, 室温 に 10 分間静置 した の ち
, 蒸留水で 2 倍に稀釈

した フ ェ ノ ー ル 試薬0 .3 m l を加 えてさ らに 30 分静置し

た
.

こ れ を吸光度 660 n m で測定 した . 標準物質にはウ

シ 血清ア ル ブ ミ ン を用 い た
.

3 . 単糖組成の 分析

S w e el e y らの 方法
1 7)

に準 じて行 なっ た . 試料を5 % 塩

C n l 七n r e f l l t r a t e

と
l
弓

1
__

s u p e r n a t a n t p r e c l p 土t a t e

C o n A - S e P h a r o s e 4 B c o l u m n

2 0 m M T r l s
一

日C l
･

0 . 5 M N a C l

b u f f e r ( p
H 7 . 5 )

F
- 1 F

- 2

l

l
弓

Fi g . 1 . P u rifi c a ti o n o f p e ptid e - p Ol y s a c c h a rid e s

f r o m th e c ult u r e fil tr a t e s of S ･
S Cil e " L

､

kii

∵

.

L∵

.
■∴

二

.
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酸メタノ
ー ル に よ り1 0 0

0

C で 5 時間処理後, ロ
ー タ リ ー

が ボレ
ー

タ
ー で乾回し, 無水 ビリ ジ ン 0 ･1 m l に 溶解 し

た .

こ れ に b e x a m e th yl d i sil a z a n e 5 0 JJ l お よ び

tri m eth yl ch l o r o sil a n e 3 0 JLl を加 え, 日立 163 型ガ ス ク

ロマ げ ラ フ で測定 した ･
カ ラ ム に は 3 ×20 0 m m の ガ

ラスカラム を用 い
,
8 0 - 1 0 0 メ ッ シ ュ の シ リ コ ン ビ ー

ズ

にSE
-

30 を5 % に コ
ー

チ ア ン グ した も の を充填 した ･

ヵラムの 温度は 150
0

C 瀾 料気イヒ室の温度は 210
0

C と し

た.

4
.

アミノ 酸組成の 分析

試料2 m g を6 N H C 1 1 m l に 溶解し
,

減圧 下 に封管

したのち,
1 1 0

0

C で 2 4 時間加水分解 し, ロ
ー

タ リ ー

エ

バボレ
ー

タ
ー で酸 を除去後,

ク エ ン酸頒衝液( p H 2 .2)

2 m l に溶解して
,
ア ト ー M C し703 型ア ミノ 酸自動分析

装置で測定し た
.

Ⅳ. 抗血清の 作製

鼠 鋸南 肛 摘 ( A
′

r C C l O 2 6 8 ㍉ CJαd o ざ如 rわ仰

w e m e ckii ( D u k e U ni v e r sit y M e di c a l C e n t e r 2 7 8 5)
,

肋 励 醐 卿 = 肌 ぬ ぬ ( 明治重科大学 J 牒00 1) お

よぴg 抽 ねJわ ♪那 〟刀川 乃由β K 4 7 (国立予防衛 生研究

所 326) に 対する抗血清を作製 した
.

こ れ らの 薗をそ

れぞれ上述の 液体培地 に 35
d

C で 7 日 間振漁堵嚢 し, 遠

沈により集められ た 薗を蒸留水で 3 回洗條後ア セ ト ン

で脱水乾燥した .
こ れ ら の 乾燥薗の 生食懸濁液(1 m g/

ml)2 m l を雄の白色家兎に 遇 2 軌 2 週間静脈 注射 した
.

最終注射の 1 凋後, 心 穿刺 に よ り採血し て血滑 を分離

し, 抗血清を得た
.

V . 免疫拡散法 (I rrL m u n O di 恥 si o n t e s t)

O u c ht e rl o n y の 方法
1 8) に 準 じて 行な っ た . 抗血清 を

c e nte r w ell に入れ生食水に 1 m g/ m l の 浪度 に溶解 した

各画分と4
0

C で 反応 させ 沈降線 の 形成 を観 察 した .

Vl . 皮内反応

上述の方法で得られ た S . s (
･

如 机 斬首の 乾燥薗よ り
,

ガ
ー

ゼで渡 して胞 子 を分離 し
, 胞 子の 生 食 水懸濁液

(1 m g/ m l) 1 m l を F r e u nd
'

s c o m pl e t e a dj u v a n t l m l

と混合し, モ ル モ ッ トの 皮下 に 2 週間隔で 合計 3 回 注

射した
. 最終注射の 2 遇後 に 皮内反応 を旋行し た . 皮

内反応には
, 各画分 を(】.2 5 % フ ェ ノ ー ル 添加生 食水に

溶解した液を抗原 液と し て 用 い た . 感作 モ ル モ ッ トの

背に抗原液0 .1 m l (1 0 叫 g/ m l) を皮内注射 し
,

4 8 時間

後に硬結を計測し, 直径5 I1 1 n l 以 上の 硬結 を陽性 と判定

した. 対照とし て
, 無処置の モ ル モ ッ トに 同様 の 方法

で皮内反応を行な っ た
.

成 績

Ⅰ
. 培養菌細胞の 形 態

液体培地で培養後 2 日目 に は
, S . ぶr如 机戌滋 の 菌糸の

93

み がみ ら れ, 分生子 や 胞子 は認め られな か っ た( 図2 a) .

培養後7 日目 に は
, 菌糸と と も に 分生子お よ び胞子 も

多数み ら れ た( 図2b) . 培養後 14 日目 に も , 菌糸, 分

生子, 胞子 が い ずれ も多数み られ た
.

ⅠⅠ . 糠 ペ プ チ ド複合体の 化学組成

C o n A
-

S e p h a r o s e 4 B カ ラム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

に

よ り, 培養後 2 , 7 お よ び 14 日目の堵牽濾液の エ タ ノ ー

ル 沈殿物 はい ずれ も f ト1 ( C o n A 非吸着画分) と ト2

( C o n A 吸潜画分) に 分け ら れ た( 図3) . さ ら に D E A E

-

S e P h a d e x A 50 カ ラ ム ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

によ り
,

F

- 1 は F
-

1 a と F
-

1 b に 分け ら れた( 図4) .
F -

1 a はア ン

ス ロ ン 反応陽性の 多糖体を主成分と す る画分
,
F - 1 b は

28 0 n m で商 い 吸光度 を示 す蛋白画分であっ た . こ れ ら

2 段階の カラ ム ク ロ マ ト グラ フ ィ
ー

に より, 糖ペ プチ ド

画分と して培壌後 2 日目の 堵寒流液か ら の F - 1 a
,
p ㌧ 2

F i g . 2 a . G r o w th m o r ph ol o g y o f SI s ch t m (:kii o n

th e 2 n d d a y o f i n c u b a ti o n .

A ll o f th e f u n g al c ell s a r e u n s p ()r ul a t e d m y c eli a

( × 2()()) .

∴
.

.

.電

L

′
.

､.

h

〆

血
-

L

■

i
長

官
y

-

-

-

J

-

-

㌧

∵

∵

!

■

･

㌢

.
ノ｢

膏

-

.-

1
､

.
､■

十

.

.1 ▲

/
▲

ノ

句

-

写
.｣

鳶
耀
漉
猶

-

ト

..

.

∴
.J

ダ

･
≒

･
一

-

.
∵

＼

･
J

ヽ

凄

r

昏

＼

F i g . 2 b . G r o w th m o r p h ol o g y o f £ s c h e 〃(
･

kit o n

th e 7 th d a y o f i n c u b a ti o Il ,

M a n y c o nid i a a n d y e a st -1i k e c ell s a r e f o r m e d

( × 2 0 n) .
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(2 -

ト1 a , 2
- F

-

2) ,
培 養 7 日目 の 培 養液液 か ら の F

-

1 a
,

F - 2 (7
-

F
-

1 a
,

7 サ 2) , 培養後1 4 日目 の凍液か

ら の ト1 a
,

ト2 (1 4 - ト1 a
,

1 4
-

F
-

2) が 分離さ れ た
.

こ れ らの糖 ペ プチ ド複合体の化学組成は次の ようであっ

た .

1 .
ト1 a と ト2 の 収量比

表 1 の よう に
,
収量比は 2 - F

-

1 a : 2
-

F- 2 は 1 : 2 2 ･9
,

7
-

F
-

1 a : 7
-

F
- 2 は 1 : 1 1 .4

,
1 4

-

F
-

1 a : 1 4 - ト2 は 1 : 7 ･

2 であ っ た . な お ト1 a の収量 は い ずれも 少な い が
,
培

養日数 の延長に伴な い や や増加 す る傾向が み られ た .

Fig . 3 .
F r a c ti o n a ti o n o f c r u d e a n ti g e n b y C o n A -

8 e ph a r o s e 4 B c ol u m n ･

T h e c ol u m n (1 .5 ×4 5 c m ) w a s el u t e d wi th 2 0 m M

T ri s ･ H C l
,
0 .5 M N a C l b u ff e r ( p H 7 .5) ,

a n d th e n

w i th th e s a m e b uff e r c o n t a i ni n g O .1 M m e th yl
･

α
- D 寸n a 11 n O Sid .

F r a c ti o n s (3 m l e a c h) w e r e c oll e c t ed a t a fl o w

r a t e of 3 m l p e r h o u r .

田

2
. 糖 お よ び蛋白の畳

各画分の糖 お よび蛋白の含有量は表1 のようであり
,

こ れ らの 画分 はい ずれ も糖 ペ プ チ ド複合体である が
,

そ れ ら の組成 は培養日数に よ り軽度の 差異を示した.

す な わ ち
,
2

-

F
-

1 a お よび 2 1 ト2 はい ずれも糠含有量が

約 60 % ,
蛋 白含有量 は それ ぞ れ約 5 % お よび約15% で

あ るが
,
7 1 ト1 a

,
7

-

F
-

2
,
1 4- ト1 a 串よび 1 小F - 2 はい

ずれ も糖 含有量 が 80 ～ 9 0 % , 蛋白含有量が 約10% で

あっ た
.

3 . 糖組成

表2 の よ う に 各画分の 単糖分析 は こ れ らの画分に含

ま れ る糖 が rh a m n o s e , m a n n O S e お よび g al a ct o s e か

言
_

毎
凸

一

8
岬

吾

F i g . 4 . F r a c ti o n a ti o n of F ▼1 b y D E A E ･岳e ph a d e x A

5 0 c ol u m 甘n .

T h e c ol u m n (1 .5 × 3 0 c m ) w a s el u t ed w ith O .5 M

T ri s ･ H Cl b u ff e r (p H 7 .5) a t a fl o w r a te of l .3 m l

p e r h o u r i n l .5 m l f r a c ti o n s .

T a b l e l . C h e m i c al c o m p o siti o n of e a c h p e p tid e ･

p e pl y s a c c h a rid e f r a cti o n f r o m S ･ S C/zt 棚 kii

c ult u r e filtr a t e .

F r a c ti o n
* yi eld s o f F ･ 2

c a rb o h y d r a t e
←* P e ptid e

榊

yi el d s o f F -1 a ( % ) ( % )

2 ･ F -1 a

2 ･ F - 2

5 6 . 6 5 . 3

2 2 . 9
6 3 . 3 1 5 . 5

7 ぜ 一1 a

7 - F -2

8 9 .
0 8 . 0

11 . 4
8 5 . 0 1 3 . 0

1 4 - F ･1 a

1 4 - F ･2

8 3 . 3 9 . 0

7 ･ 2
8 7 . 7 8 .5

*
2 -

,
7 ･

,
a n d 1 4 ･ r e p r e S e n t C u lt u r e d u r a ti o n

F ･l a r e p r e s e n t$ f r a cti o n l a ( n o n
･

C O n A bi n diロg f r a cti o n )

F ･2 r e p r e s e n t s f r a c ti o n 2 ( c o n A ･bi n di n g f r a c ti o n)
…

m e a s u r e d b y th e a n th r o n e t e s t

榊
m e a s u r e d b y F oli n

･ L o w r y m e th o d
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ら構成され る こ と
t

ま た単糖額の 構成比率 は培養 日数

により異なる こ と を示 した ･ 2 サ 1 a お よび 2 サ 2 に 含

まれる糖の 大部分は m a l- n O S e で あ り
,
そ の 他の 単糖規

は極めて少塵であ っ た ･
㌣ F

-

1 a お よ ぴ 7 サ 2 で は , 糖

の主成分が m a l- n O S e で あ る こ とは 2 サ 1 a お よ び2
-

F

･2 と同じであるが･ こ れ ら に比 べ て rh a m n o s e が増加

し, 特に7 サ 2 に おい て顕 著な増加が み られ た ･
1 4 - F

-

1 a ではr h a m n o S e の 増加とともに g a l a c t o s e の軽暗の

抑 もみられ た
･
1 4 サ 2 の 糖組成 は 7 サ 2 の それと 同

じであっ た .

41 アミノ酸組成

表3 のよ う に各画分の ア ミノ酸分析は これ ら の画分

95

に オ キ シ ア ミ ノ醸 で あ るセ リ ン と ス レ オ ニ ン
, 酸性ア

ミ ノ 酸で ある ア ス パ ラ ギン 醸と グ ル タ ミン 酸な ら び に

中性 ア ミ ノ 酸で ある ア ラ ニ ン とグリ シ ン が比較的多く

含 まれ る が
,

含硫 ア ミ ノ酸 である メ チ オ ニ ン と シ ス チ

ン は ほと ん どま た は全 く含まれ ない こ と を示 し た . 各

画分の ア ミ ノ 酸組成 は培餐日 数に よる差異 をほ とん ど

示 さ ず, む し ろ分離方法 の適い に よ る差異が 認め られ

た
.

すな わ ち ,
2 -

, 7 -

,
1 車F

-

2 は い ずれ もス レ オ ニ ン

を巌も 多く 含み
, 次 い で セ リ ン

, ア ラ ニ ン を比較的多

く含 むが, 他方2
-

, 7
-

, 14
-

ト1 a はい ずれ も酸性ア ミ

ノ 酸で あ るグル タ ミ ン 酸, ア ス パ ラギ ン酸を比較的多

く含み, セ リ ン も 多く含 むが,
ス レ オ ニ ン を余り多く

T a bl e 2 . M o n o s a c c h a rid e c o m p o siti o n o f p e p tid e ･

p Ol y$ a C C h a rid e f r a c ti o n s f r o m S s ch @

c u lt u r e 丘It r at e

e c ul a r r a ti o

F r a c ti o n

Ⅰ･Tl ()ll

R b a m n o s e M a 11 11 0 S e

./
2 ゼ ･l a 0 . 0 9 1

. 2 ･F ･2 t r a c e l

7 ゼ ･l a 0 .1 6 1

7 - F ･2 0 . 60 .
l

1 4 -F ･1 a 0 . 23 1

14 ･ F ･2 0 . 6 0 1

G a l a c t o s e G l u c o s e

0 . 0 5 0 . 0 6

t r a c e O

0 . 0 6 0

0 . 0 7 0

0 .2 9 0

0 . 0 7 0

T a bl e 3 . A mi n o a cid a n alダSi s of p e p tid e s i n p e ptid e
･

p Ol ys a c c h a rid e f r a cti o n s f r o r n £

､
S Ch e n ckii c ult u r e 丘1t r a t e ( % )

且ぬin o a cid 2 ･ F ･1 a 2 ･F ･2 7 -F ･l a 7 ･ F ･2 1 小F ･1 a 1 4 ･F -2

.
A s p 1 2 . 2 1 1 .1 1 () ,1 8 .1 1 6 .6 6 .7

T h r 6 . 9 2 1 . 4 9 .7 1 8 , 5 9 . 2 1 9 . 9

S e r 1 3 . 6 1 6 . 0 1 5 .
5 1 2 . 8 1 5 . 5 1 5 . 0

_ G l u 1 9 . 1 9 . 5 1 2 . 1 6 .7 1 0 . 4 5 . 8

P r o 7 .1 2 . 1 4 . 9 7 .4 9 . 2 5 . 7

･ G ly 7 .0 4 . 6 川 . 1 7 . 5 9 . 4 7 .7

Al a 6 .4 1 0 . 2 1 1 . 7 1] . 8 7 .
0 11 .7

C y s 0 0 (1 0 0 0

V al 4 . 7 5 .6 3 .9 1 1 . 8 5 . 6 6 . 7

M e t 1 . 4 1 . 1 t) t r a C e O t r a C e

Il e 6 .
4 3 .

2 3 . 4 2 . 6 9 . 5 2 . 6

L e u 4 . い 3 . 2 こi . 4 3 ∴i 4 . 6 3 . 9

T y r 2
.
1 3 . 4 1 . 5 1 . 5 tr a C e l . 5

P h e 1 .7 2 . 1 2 . 4 l . 8 tr a c e l . 7

L y s 4 .1 3
.
3 4 .4 3

.
O tr a C e 4

.
5

H i s 1 . 6 2 . 2 4 .9 1 . 7 1 .7 4 . 5

A r g 1 . 4 1 . 1 1
.
9 tr a c e l .5 1 , 3
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含んで い な か っ た
. 糖組成が 同 じで あ っ た 7

- ト2 と 14

- F - 2 は ア ミ ノ 酸組成 の面で も極 めて 類似 して い た
.

ⅠⅠⅠ. 糖 ペ プチ ド複合体の 免疫 学的性質

1
. 免疫拡散法

1) 家兎抗 且 ぶCゐg 乃C鬼才f 抗血 清に 対す る反応(図 5) :

家兎抗 S . 5 戊 g氾 r鬼才才抗血 清に 対 して 2
- ト1 a は 1 本の

鮮明な沈降線 と 2 本 の弱 い 沈降線 を形成 した が
,
2

-

ト2

Fi g . 5 . I m m u n o d iff u si o n t e st of e a c h f r a c ti o n a g
-

ai n st 5 . s c h e n c kii a n ti s e r u m .

S : S s c h e n ckii a n ti s e r u m

A
,
B ･ 1

,
4 : S s ch e n ck ii c r u d e a n ti g e n

A
,
B - 6 : n O a n ti g e n

A .2 : 2 -F - 1 a B - 2 : 2 ･ F ･ 2

A ･3 : 7 ･ F - 1 a B ･ 3 : 7 ･ F - 2

A -5 : 1 4 ･ F - 1 a B - 5 : 1 4 - F ･ 2

は微弱な 沈降線 を 1 本形成 した だ け で あ っ た
.
トト1 a

は少 なく と も 3 本の太い 沈降線 を,7
-

F
-

2 は少なくとも

4 本 の 太い 沈降線 をそ れ ぞ れ形成 した . ま た
, 1 4

-

ト1 a

は 4 本 の太 い 沈降線を ,
1 4

-

F- 2 は少なくと も4 本のよ

り太 い 沈降線 を それ ぞ れ 形成し た
.

2) 家兎抗 且力乃β" 椚 ∂乃ぬg E 4 7 抗血清に 対する反応

(図 6) : 家兎抗 且 少乃β" 椚 0乃才αβ K 47 抗血清に対し

Fi g . 6 .
I m m u n o d if f u si o n t e s t o f e a c h f r a c ti o n a g-

a i n s t K . p n e lt m O n t a e K 4 7 a n ti s e ru m ･

S : K . P yz e u m o n 加 K 47 a n ti s e r u I n ･

C
,
D -1

,
4 : K . P n e u m o n i a e K 4 7 c r u d e a n tig e n

C
,
D -6 : n O a n ti g e n

C -2 : 2 - F ･1 a D -2 : 2 - F - 2

C - 3 : 7 - F -1 a D ･3 : 7- F ･ 2

C - 5 : 1 4- F ･1 a D -5 : 1 4 - F - 2

l
l
t

_



助 川 励 血 Ⅷ 加 配 捕 の 糠 ペ プ チ ド複合体の研究

で, 7 サ 1 a ,
7 1 ト 2

･
1 4 サ 1 a

,
1 4

-

ト 2 は い ずれ も 1 本

の沈降線を形成した が
,
2 サ 1 a お よび 2 サ 2 は沈降線

を形成しなか っ た ･

3) 家兎抗 C ･ 抑βr 乃e 戊オf 抗血清に 対す る反応 (図

7) : 家兎抗 C ･ 紺βγ乃 g C 鰯 抗血酒に 対 して 2
-

ト1 a は 2

本の沈降線を形成 し, こ れ らの沈降線は 7 ｣ ト1 a が形成

したやや太い 沈降線と融合 した ･
1 4 1 ト 1 a は1 本 の鮮

姉 沈降線を形成し た ･
2 -

,
7 -

,
14 - ト2 は い ずれ も 1

こ

(

(

こ
′

.

1､

し
;

1
-

げ

一

l

､

､

.
′

′

■

i
ニ

∵
∴

■

…
壬

主
筆

を
享

豪
Fig ･ 7 ･ I m m u n o diff u si o n t e s t of e a c h f r a c ti o n a g

･

ai n st C . u ) e r n e L

L

kii a n ti s e r u m .

S : C w m l e (,
･

kii a n tis e ru m

E
･
F -1

,
4 : C . 乙(

,
C 717 〃,(

,

k il c r u d e a n ti g e n

E
,
F -6 : n O a n ti g e n

E ･2 : 2 ゼ ー1 a

E ･3 : 7 ･F ,1 a

E ･5 : 14 ･ F . 1 a

F-2 : 2 ･ F - 2

F -3 : 7 - F ･ 2

F -5 : 1 4 ･ F -2

97

本 の沈降線 を形成 した. 2
-

F
-

2 が 形成 した沈降線は 弱

く,
ト ト2 が形成 した沈降線 と梯形成 した .

4) 家兎抗 S . c ♂柁 ぬ わg 抗血 清 に 対す る反応 (図

8) : 家鬼抗 S . ビg 柁 び由才〟e 抗血清 に対 して
,
2

一

万
㌧
1 a お よ

び2
-

F
-

2 は非常 に太い 1 本とより細く鮮明な 1 ～ 2 本の

沈降線 を形成 した .
7 - F - 1 a お よ び1 4 - ト1 a はそ れぞれ

2 本の弱 い 沈降線 を形成 した .
7

-

F -2 お よび1 4
-

ト2 は

それ ぞれ 1 本の沈 降線 を形成 し, そ れ ら は 2
-

ト2 が形

Fi g . 8 . I m m u n o d iff u si o n t e s t of e a c h f r a c ti o n a g
･

ai n s t S . ( e r e ui si a e a n ti s e r u m .

S : S . (､
･

e r e L
･最加 a n ti s e r u m

G
,

H ql
,
4 : S (

･

e r L? Z)i sl a e c r u d e a n ti g e n

G
.

H- 6 : n O a n ti g e n

G ･2 : 2- F -1 a fi -2 : 2 - F - 2

G -3 : 7 - ト1 a ロ ー3 : 7 - F ･ 2

G -5 : 1 4 - ト1 a H -5 : 1 4 - F -2
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T a bl e 4 . M e a n v al u e s o f d el a y e d h y p e r s e n si ti ･

v ity c u t a I- e O u S r e a C ti o n t o e a c h f r a c ti o n i n t e n

S s ( 血 pt (k[[ s e n siti z e d g u l n e a p l g S a n d 員v e n o n
-

s e n si ti z e d c o n t r o I s (d i a m e t e r o f i n d u r a ti o n i n

m illi m e t e r s)

F r a c ti o n

a n i m al s

s e n siti z e d c o n t r ol

2 - F ･1 a 0 0

2 - F ･2 7 × 6 0

7 ･ F 【1 a 1 × 1 0

7 ▼ F ･2 1 2 ×1 0 0

1 4 ･F ･ 1 a■ ■0 0

■14 ぜ ･ 2 1 4 ×ん14 ･_
■0

.成した沈降線と鰊形成し た
.

2 . 皮内反応

ぶ. ぶぐ如粥戊羞よ感作モ ル モ ッ ト (10 匹) にお ける皮内

反応の 結果は褒 4 の よ うで ある
.
2 -

, 7 -

, 1 4 - ダ
ー

2 は い

ずれ も陽性反応 を示 し
,
ま た 2

-

F- 2 よ り も 7
-

F- 2 な ら

び に 14 - ト2 が より強 い 反応 を示 した . 2
-

, 7
-

,
1 4 - F -1 a

は ¢ゝ ザれ も隙陸庶応を卒巷脅か っ た . 対照(5 匹) にお

ける皮 内反応は, す べ ての 画分が 陽性反応 を示 さなか っ

た .

:, 考 察

本研究で は , 2 5
0

ぢで振漁培養姦れ た 且 5 C 如仰ぐ烏言才の

菌形態の経時的変fヒ≒, 培養液溶か ら分離さ れ た糖 ペ

プチド複令体の 化学的組成の経時的変化が 検討された .

培養後2 日目に薗はす べ て 分生子 を持た な い 菌糸で あ

り
,
､ その 時期に特車溶液か ら分離 さ れ た糖ペ プチ ド複

合体 (2 -

F
-

1 a ,
2 - F - 2) の 糖成分 はほ と ん ど全部 m a n-

n o s e で あっ たが, 7 日冒お よ び 14 日目 に は菌糸に加 え

て分生子 お よび胞子 が 増加 し,
こ の 時期に分離 され た

糖 ペ プ チ ド複合体(7 -

F
-

1 a , 7
一

打2 , 1 4
一

打1 a , 1 4 - F - 2)

の糖成分 にはま体 をなす m a n n o s e に加えてか なり多量

の rh a m n o s e と少量の g al a c t o s e も食 まれ てい ることが

明 らか に された
.

こ の成績 は, 分生子お よび胞子 の増

加 に伴な い , 培地 中に は糖成分 に rb a m Il O S e を含有す

る多糖体が 出現 する こ と を示 し, 薗 の形態学的分化と

と も に 産生さ れ る多糖体 の糖組成 が変 わ る こ と を示 唆

した M e n d o n G a ら
1 4)の 意見を支持 す る も の で ある .

次 に
, 免疫拡散法 を用い て 糖ペ プ チ ド複合体 に 含 ま

れ る rb a m n
_

O S e の血清学的反応性を検討 した . 家兎抗

5 . ぶCゐβ乃d オ≠抗血清に 対 し て , 糠 成分が ほ と ん ど全部

m a n n o s e か ら成 る 2 - ト2 は弱 い 反応 を示 し, 1 本の 弱

い 沈降線 を形成 し た だ けで あ っ たが
･
r h a m n o s e をより

多く 含有す る 7 サ 1 a
,
7 サ 2

,
1 車 ト1 a お よび 14 サ2

はい ず れ も 強い 反応 を 示 し た
･

な お
, 抗原決定基とし

て rh a m n o s e を有す る K ･P n e u m o n id e K 4 7 に 対する抗

血清 を用 い た免疫拡散法では,
rh a m n o s e 含有量の多い

7
-

F
-

1 a
,
7

-

ト2 , 1 4 1 し1 a お よ び 14 1 ト2 はい ずれも交

叉反応 を示 し たが , r h a m n o s e を ほと ん ど含まない 2 -

F
- 1 a およ び 2- ト2 は沈降線 を形成 しな か っ た. これら

の 結 果か ら
,
r h a m n o s e の 抗原決定基を有する糖ペ プチ

ド複 合体が, 培 幾日数 の延長に 伴 ない 培養液掛こ剛口

す る こ と が 明ら か に き れ たわ け であ る
.

ごく 最近I sb i z a k i ら
抑

お よ び K u r a t a
紺

は11 種の

勒 脚 蛸 壷 層の 免疫化学的性質を調べ
, 抗 鼠永由如妬

抗血漕が 抗原に rb a m n o s e を持 たな い 勒 姉 御 順 の

蘭 と も変叉反応す る こ とを報告 した . また, 他の巽菌

の堵渠瀾瀬か ら得られたg al a c t o m 弧 n a n 含有抗原と,

抗 ぶ. 細物 化 繊 抗血滑 とを用い た免疫拡散接の結果か

ら, I sh i z a k i ら
22)ほ 交叉 反応 に関与する抗原決定基がD

-

g a l a ct o s e であ る可能性を示唆 した. 本研究では
, 抗

原決定基 に g al a c t o s e が 関与す る C . w e m e ckii
2 3)

に対

す る抗血滞 と
,

m 乱n 1 1 0 S e が 抗原決定基である £ cβ粋

がね由g
細 に対する 抗血清を作製 し, これ ら の抗血清とF

-

1 a 滋 よぴ F
-

2 を用い て 免疫拡散法を行な っ た
.

その

結果, 抗 C . 緋 倒 Ⅶ風頭滋 抗血清 に対 して･2
岬 F - 2 を除くす

べ て の 画分は 1 ～ 2 本 の 太い 沈降線 を形成 し
,
これらの

画 分は い ずれも構成糖 に 脚Ia ct o s e を有することが確認

さ れ た . な お 2
-

F
-

2 は 1 本の 弱い 沈降線を形成した
.

また 抗 且 ( 脚 絆 適お 抗血清に対 して は 2
-

F
-

1 a と2
-

F

- 2 が 強い 沈降反応を示 し, その 他の画分は い ずれも弱

い 反 応 を 示 し た .
こ れ ら の 交 叉 反 応の 成績 は, S .

s ch e n c kii の 糖 ペ プチ ド複合体に は D
-

g al a c t o s e およぴ

D
q

m a n n o s e が抗 原決定基と して存在する ことを明確に

示 した も の で ある
.

な お
,

交叉 反応の成績は各画分の

精粗成 と も合致 し て い る .

この よ うに
,
5 . ざCゐg 調 C烏滋 塵生糖 ペ プ チ ドの血清学的

抗原決定基 に は, 従来知ら れ て い た し rb a m n o s e のほ

か に D -

g al a c t o s e お よび D
-

m a n n O S e も 関与する こと

が 示 され た
.

こ の こ と は, 5 . 5戊 g乃戊ま≠抗原が他の真南

や 細菌と幅 広く血清学的に 交叉反応 しうる ことを, 従っ

て血清反応 の みで ス ポ ロ トリ コ
ー シ ス の 診断を下すこ

と の危険性 を示 唆 し て い る . 他方,
S . ∬ 巌脚 正行 ヒ共通

抗 原を 有す る細菌 や真菌類に 対 す る抗体が 正常人の 血

清中に 存在 し
,

こ れ が S . 血 ね 肛 妨 感染に 際し て宿主

の 防御機構 の
一 端を担うとい う可能性

2 5) 2 6)
を示唆する所

見 と して, それ は興 味深い もの で あ る .

次 に
,
ト1 a と F

-

2 を感作 モ ル モ ッ トの 皮内に注射し,

こ れ らの 糖 ペ プ チ ド複合体 の皮内反応に お ける抗原性



勒 肌 血 沈 Ⅷ 庖 肛 捕 虻 糖 ペ プ チ ド複合体 の 研究

を検討した績鼠 C o n A 結合性 薗分(2
一

, 7
-

, 1 4 サ 2)

はすべて反応陽性,
C o n A 非結合性両分 (2 -

,
7

-

, 1 4

-F
-1 a) はす べ て同反応陰性 であ り, 抗原性 は各画分の

抽出時期 (増発日数) と関係 な い こ とが 明 らか に さ れ

た.
また糖ペ プ チ ド複合体 の ア ミ ノ酸組成も C o n A 結

合性画分と C o n A 非結合性 画分の 間に差異 がみ られた

が, 各画分の 抽出時期 に よ る羞輿 は認め られ なか っ た ･

また, C o n A 結合性画分の ア ミ ノ酸組成は
, S hi m o n a k a

ら
27埴ぎ£ ぶC加 乃r鬼才才か ら分離 した遅延型反応 陽性画分

のそれと類似 して い た ･
こ れ ら の 成婚 は, S ･ S Cゐg 乃戎滋

産生糖ペ プチ ド複合体の 多糖 休部分が即時 型反応 に,

ペプチド部分が 遅延型反 応 に 関与す る と い う S hi m o
･

n 8k a ら
2 7) の知見を支持す るも の であ る･ な お, 楯組成

m b aI p n O S e を欠き , 抗 且 乱 如 棚 摘 抗血 清に 対 す る

反応性が最も 弱い 画分で あ る 2→F
-

2 が , 皮内反応陽性

であるとい う結果が得 られ た
.

こ れ は
,

K u r a t a
2 1

切 観

察成鋳と同様に
, 遅 延型皮 内反応の 成績が 抗原の 槻組

成や血清学的反応性と必 ず し も
一 致し な い こ と を示 す

ものであり, 今後の 研究 を 愛す る 問題 で あ る
.

C o n A 結合性糖 ペ プ チ ド接合体の 所在に つ い て は既

にT r a v a s s o s ら
2 別 の観察 があ り

,
FI T C 僚織 C o n A 結

合後の蛍光の強さや
,
C o n A≠h o r s e r a d i s h p e r o x id a s e

-

di･am in o b e n zid i n e 反 応後 の 反応 物質 の 沈 着 那位 か

ら, C o n A 結合性糠ペ プチ ド複 合体は 薗の 細胞壁外層

私消在する こと, また 細胞壁外層 は内層と の 結合が ゆ

るぎ辱- ためしばしば培地中に 剥離分泌 さ れ る こ と が示 さ

れている
. 本実験 で は

,
増発後7 日お よ び 14 日目 に は

触 とともに胞子 と分生子 も 薮数み られ る こ と , ま た

それらの時期には培養液破か ら抽出され た C () n A 結 合

性糠ペプチド複合体( トF
-

2
,
1 4

-

ト2 ) は糖組成比が 同

じであり
,

ア ミ ノ酸組成も 類似し て い る の で , こ れ ら

のC o n A 結合性複合体 は主 に 胞子 およ び分 生子の 細胞

壁外層に由来す る も の と 推測さ れ た
.

本研究の成績は
,
5 . 錨 毎 机 勅 ハ 扶培養濾櫓か ら 精製さ

れた糖ペ プチ ド複合体の 化
′

芋的性状と抗原慄が 培地中

の菌の形態お よび糖 ペ プ チ ド複合体 の 精製法 と密接に

関連する こと, 従 っ て 今後 ス ボ ロ トリ キ ン 反応用 抗原

の作掛こは, 培養日数, 増発温度, 培地中J ) 歯の 形態

などの諸条件 に 充分留威 す べ き こ と を示 し て い る .

結 論

培養後2 , 7 お よび 14 日目 に
,
透析液体培地中に 25

0

C

で振温培養さ れた ぶ. ゴC
･

如 乃(
･

絨 の 増発濾液 か ら C o n A

-

Seph a r o s e 4 B カ ラ ム ク ロ マ ト グラ フ ィ
ー

に よ r) C o n

A結合性画分(2 -

, 7
-

,
1 4 - ト2) が 分離 さ れ , さ ら に

DEA E - S e ph a d e x A 5 0 カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー に よ

りC o n A 非結合性画分 (2 -

,
7

-

,
1 4- ト1 a) が 分離 さ

99

れ た
.

これ らの 画分の免疫化学的検索の成腐 は次の よ

う で ある
.

1 . C o n A 結合性画分お よび C o n A 非結合性画分

は い ずれ も糖 ペ プチ ド複合体 であ っ た.

2
. 培発後の 歯形態と産生糖 ペ プ チ ド複合体の 糖組

成 の比較検討 に よ り
,

分生子 お よび胞子の 形成 に伴な

い 糖組成 にかな り多選の rh a m n o s e と少畳の g al a c t o 8 e

が増加す る こ とが 示 さ れ, 薗 の形態学 的分化に伴な い

塵生糖ペ プ チ ド複合体の糖組成 は変化す る こ と が明 ら

か にさ れ た .

3 . 抗 且 ぶCゐβ作成オ≠抗血 清, 抗 ∬由ぬね地 ♪乃β姉

別 β乃ぬg K 4 7 抗血清, 抗 C 加 輌 抑 ぬ 刑 狛 椚 購 鰯 抗血

清お よ び抗 & 肌 血 研 削 耶 都 ( 新 都 函加 抗血清 に対 す る

免疫拡散法に よ り , S . 躍 如 制 勅勘産生槻ペ プチ ド複合体

は い ずれ も血 清学的 に 抗原性 を有 す る こ とが 示さ れ,

さ らに 従来知 られ てい た rh a m n o s e およびg al a ct o s e と

と もに m a n n o s e も抗原決定基 に 関与 してい る ことが明

らか に され た . な お , これ らの糠 の抗原決 定基 へ の 関

与の た め 仁 鼠 5 崩 御 融 涼 感生糠ペ プチ ド複合体は, £

ざ(
､

如 乃ビ捕 以 外の 戴薗お よ び細菌に 対す る抗血清と幅広

い 交叉反応 を起 しう る こ とが 示 さ れ た
.

4 . ぶ. 甜 転 棚 誠 感作 モ ル モ ッ トに お ける皮内反応で

は , C o n A 結合性糖 ペ プチ ド複合体が 陽性反応を, C o n

A 非結合性糖 ペ プ チ ド複合体は陰性反応を示 した . そ

う い う 適い は こ れ らの 糠 ペ プ チ ド複合体の ペ プ チ ド部

分の ア ミ ノ酸組成の 差異に よ る こ と が示唆さ れ た
.

稿を終る に あ た r)
, 御校閲 い ただ きました広根 孝衛教授な

ら びに御肋 言い ただきま し た石崎 宏講師に深甚の 謝意を衆

しま す
.
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s ch e n ckii s u rf a c e p o l y s a c c h a ri d e s a s a f u n c ti o n o f

m o rp h ol o gi c a l d iff e r e n ti a ti o n ･
B i o c h e m i s tr y ,

1 5
,

24 2 3
-

2 4 3 1 (1 9 7 6) .

15) T r c v el y a n , W ∴軋 & H a r ri s o n J ･ S ･ : S t u di e s

o n y e a st m o t a b o li s m ･ 1 ･ F r a c ti o n a ti o n a n d m i c r o
･

d et e r m i n a ti o n o f c ell c a r b o h y d r a t e s . B i o c h e m ･ J ･
,

･

5 0
,
2 9 8

-

3 0 2 (1 9 5 2) .

16) L o w r y ,
0 . H .

,
R o s d 汀 O u g b ,

N ･ J ･ , F a r r
,

A ･

L . & R a n d al l , R . J . : P r o t ei n m e s u r e m e n t w i th t h e

F o li n p h e n ol r e a g e n t . J . B i ol ･ C h e m ･
,
1 9 3

,
2 6 5 - 2 7 5

(1 9 51) .

1 7) S w e el 野 , C . C .
,

B e n tl e y ,
R り M 膿it a , M ･

&

W ell s
,

W ･ W ∴ G a s ･1i q uid ch r o m a t o g r a p h y of

t ri m e th yl sil yl d e ri v a ti v e s of s u g a r s a n d r el at ed

S u b st a n c e s ･ J ･ A m ･ C h e m ･ S o c ･
･
8 5

,
2 4 9 7 -

25 0 7 (196 3).

1 8) O u c h t e rl o n y ,
0 ･ : H a n d b o o k of i m m u n o diff u .

Si o n a n d i m m u n o el e c t r o p h o r e si s . A n n A r b o r

S ci e n c e P u b li sh e r s
,
A n n A r b o r

,
M i c hi g a n (19 68) .

19) Bj o r n 血l
,

臥 , Li n d b e r 臥 B ･, L o n n g r e れ
, J .

,

R o s s el , K . G ･ & N i m mi c h
,
W l : S t ru C t u r al st udi es

O f th e K l e b si el由 t y p e 4 7 c a p s ul a r p ol y s a c ch a rid e .

C a rb o h yd r . R e s .
,
2 7

,
3 7 3

p

3 78 (1 9 73) .

2 0) I sh i 2: a k i , H .
,
N a k a m u r a

,
Y

. & W h e a t
,
R . W . :

C o m p a r a ti v e i m m u n o c h e m i c al s t u di e s o n 5如ro
･

t h Yi x s p e c i e s . J . D e r m a t ol . (T o k y o),
6

,
3 1 7 - 3 20 (19 79) .

2 1) 瓦 u r a t a , Y . : C h e mi c a l c o m p o siti o n a nd

i m m u n ol o gi c al p r o p e r ti e s o f gly c o p r ot ei n s of

劫o Y V th r u s p e ci e s . M y c o p a th ol o gi a .7 6
,
4 5 - 53 (19 81) .

2 2 ) I s h i z a ki
,
H .

,
N a k a 皿 u r a

,
Y ･ & W b e a t, R . W

. :

S e r ol o gi c a l c r o s s
･

r e a Cti v it y b et w e e n S p

s ch e n ck ii a n d v a ri o tl S u n r el a t ed f u n gi . M y c o p a th o
･

l o gi a , 7 3
,
6 5

-

6 8 (1 9 8 1) ･

23) S u Ⅲ k i ,
S . & T a k e d a , N ･ : S e r ol o gi c al cr o ss

M

r e a C ti vi t y o f th e D
M

g al a c t o
- D p

m a n n a n s i s ol a ted

f r o m s e v e r a l p a th o g e n i c f u n gi a g a in st a n t 卜H o n n o ･

d e n d n L m P e d r o s o i s e r u m . C a r b o h yd r ･ R e s ･
,
4 0

,
193

-

1 9 7 (1 9 7 5) .

餌) 馳k a 卯 C h i , 0 .
,

凱 闇 止i
,

S
,

& S u ヱqk i , 0 ･ :

B i o c h e m o c al a n d i m m u n o c h e m i c al s t u di e s of f u n gi .

I m m u n o c h e m i c al s t u d i e s o f m a n n a n s of C a n di dd

a l bi c a n s a n d S b c ch a 和 m y C e S C e n Vi si a e . J p n . J ･

M i c r o bi ol .
,
1 l

,
1 1 9

-

1 2 8 (1 9 6 7) .

2 5) N 乱k a m u r a , Y .
,
I s b i z a k i , H ･ & W b e れ R ･ W ∴

S e r ol o g i c al c r o s s
N

r e a C ti v it y b e t w e e n g o u p B st ･

r e p t o c o c c u s a n d Si> O n ih ri x s ch e n ckii ･
C e 用tO 耶 tis

s p e ci e s
,

a n d G ,郎hi u m s p e ci e s ･ l nf e c t ･ I m m u n ･
,
16

,

5 4 7
-

5 4 9 (1 9 77) .

2 6) I sh i z a ki , 軋
,

E n r a t a
,

Y
リ

N a k a m Ⅶr a
･
Y ･&

W h e a t
,
R . W . : S e r ol o gi c al c r o s s て e a Cti v ity a m o ng

g J ぬfβg ぬ 少乃e祝 ∽ 0 乃才α♂ E 4 7
,
C g 和 わ5 紙

,
助 川 彿 〝椚

an d G ナ喀hi u m s p e ci e s ･ J ･ D e r m a t ol ･ ( T o k y o) 17
･
401

-

4 0 4 (1 9 8 0) .

2 7) S h i m o n a k a
,
H ･ ,

N o g u c h i
,
T ･

,
K a w ai

,
H 酢

g a w a I I ･
,
N o z a w a

,
Y ･ & I t o

,
Y ･ : I m m u n o c h e m ic al

st u di e s o n t h e h u m a n p a th o g e n 5 P o r oth rt x sch･

e n ck ii : E ff e c t s o f c h e m i c al a n d e n z ym a ti c m odi
･

fi c a ti o n o f th e a n ti g e n i c c o m p o u n d s u p o n i m m idi
･

a t e a n d d el a y e d r e a cti o n s ･ I n f e c t ･ I m m u n ･ ,l l ,
1 187

- 1 1 9 4 (1 9 7 5) .
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1 0 2 高 田

T h e V a ri ati o n of I m m u 】1 0 C h e mi c al P r o pe rtie s of P e p tid e -

p Oly s a c ch arid e s P r o d u ce d by s p o ro ･

也ri x s c h e n c kii d mi n g D i 鮪r e n ti ati o n M 血O r u T ak at a
,
D e p a rt m e n t of D e r m at olo g y ,

Sc h o ol of

M e di cin e
,
K a n a z a w a U ni v e rsi t y ,

K a n a z a w a , 9 2 0 - J ･ J u z e n M e d ･ S o c ■
､ 91

,
9 l p l O 2 (1 9 8 2)

K ey w o rd s : 伽 O r O t h rt " Ch e n c kii
,
d o u ble i m m u n o diffh si o n t e st

, Ski n te st

A b s 血a c t

T h e c h e mi c al c o m p o si ti o n a n d i m m u n o l o g i c al p r o p e rti e s o f p e p ti d e ･

P Oly s a c c h a rid e s i s ol at e d

fr o m t h e c u l t u r e f且t r a t e s o f S p o r o th ri x s c h e n c kii i n d i ff e r e n t d a y s o f i n c u b ati o n w e r e i n v e sti ･

g a t e d . S p o r o th ri x s c h e n c kii c e u s ( A T C C l O 2 6 8) w e r e i n c u b at e d i n li q u i d d i al y s a t e m e di

at 2 5
0

c b y c o n ti n u o u s s h a ki n g . L i gh t m i c r o s c o p y s h o w e d t h at a n o f t h e fu n g al c ell s w e r e

u n s p o ru 1 at e d m y c eli a i n 2 d a y s o f c u lt u r e s w l d e t h e y f o r m e d m a n y c o n i d i a a n d y e a sト1ik e c ells i n

7 a n d 1 4 d a y s o f c u l t u r e s . F r o m t h e c u lt u r e fil t r a t e s i n 2
,
7 a n d 1 4 d a y s a ft e r i n c u b ati o n

,
C o n A ･

b i n di n g p e p ti d e -

P Ol y s a c c h a ri d e s ( 2 一

,
7 -

an d 1 4
- F - 2 ) w e r e f r a c ti o n a t e d b y C o n A d

S e Pll a r O Se 4 B

c ol u m n c h r o m a t og r a p h y ,
a n d t h e n n o n

･ C o n A - b i n d i n g p e p ti d e -

P Ol y s a c c h a ri d e f r a cti o ns (2 ･

,
7 ･

a n d 1 4 - F - 1 a) w e r e o b t ai n e d b y D E A E - S eP h a d e x A 5 0 c o l u m n c h r o m at o g r a p h y ･ S u g a r a n aly s es

s h o w e d th a t t h e fr a c ti o n s 2 - F - 1 a an d 2 - F - 2 w e r e m o stl y c o m p o s e d o f m an n O S e
, a n d t h at a皿 of

t h e f r a cti o n s 7 - F - 1 a
,

7 - F - 2
,
1 4 4 - l a a n d 1 4 - F - 2 c o n t ai n e d a c o n sid e r a b l e a m o u n t o f rh a m n o se

a n d a lit tl e g al a c t o s e in a d d iti o n t o m a n n o s e
･

T h e s e r e s u l t s i n d i c a t e d t h at b o t h r h a m n o s e a n d

g al a c t o s e w e r e i n c r e a s e d a s th e f u n g a l c ells di ff e r e n ti a t e d i n t o c o n i d i a a n d y e a st J ik e c ell s w ith

p r ol o n g e d c u lti v a ti o n
.

I n th e d o u b l e i m m u n o d if fu si o n t es t , f r a c ti o n s 2 - F - 1 a a n d 2 - F -2 s h o w e d a w e a kl y p o siti v e

r e a ct i o n w it h a nt シS p o r o th ri x s c h e n c k ii a n tis e ru m a n d a st r o n g l y p o siti v e c r o ss ･

r e a C ti o n w it h

a n tふS a c c h a lV m y C e S C er e V isi a e a n tis er u m ･ O n t h e o t h e r h a n d
,
f r a cti o n s 7

- F -1 a
,

7 - F - 2
,
1 4 -F - l a

a n d 1 4 ･ F - 2 s h o w e d a st r o n gl y p o si ti v e r e a cti o n w it h r ab b i t a n ti - S p o T O t h ri x s ch e n k ii a n ti s e r u m ･

I n a d d iti o n
,
t h e y s h o w e d v a ry i n g d eg r e e s o f c r o ss - r e a C ti o n w it h a n ti - K l e b si ell a p n e u m o n i a e K 4 7

a n ti s e ru m a n d a n tふa a d o s p o ri u m w e r n e c k ii a n ti s e ru m a S W ell a s a n ti -S a c c h a r o m y c e s c e r e vi si a e

a n tis e ru m . T h e r e s u l t s fr o m t h e d o u b l e i m m u n o d i ff u si o n t e st a n d t h o s e f r o m s u g a r a n aly s e s

m a d e it p o s sib l e t o st r o n gl y s u g g e st t h at n ot o n l y r h a m n o s e b u t al s o m a n n o s e a n d g al a ct o se

p arti ci p a t e d i n t h e s e r ol o gi c al c r o s$ -

r e a Cti o n s a s t h e a n tig e mi c d et e r m i n a n t s ･

I n a d d iti o n
,

S k i n t e st s w it h t h e f r a c ti o n s i n g u i n e a p lg S S e n Siti z e d b y S p o r o th ri x s c h e n c kii

s u g g e st e d t h a t t h e r e a c ti vit y t o t h e t e st m ig h t d e p e n d u p o n t h e a m i n o a ci d c o m p o siti o n of

p e p t id e m oi e t y o f p e p t id e -

P O ly s a c c h a ri d e s ･


