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本 邦 の 産婦 よ り 得 ら れ た初乳 の 大腸菌 E n t e r o t o x i n

に対 する中和抗体活性

金 沢大学医学部小 児科学教室 ( 主 任 : 谷 口布教授)

中 村 英 夫

( 昭和5 5年 9 月2 6 日受付)

新生 児期 あ る い は幼若乳児期 に お い て い っ た ん発症

し た下痢 は しば し ば重篤 な経過 を と り t
と き に は死 の

転帰を と る こ と すら あ る , 我 々 の 教室 で は昭 和 44 年 ～

5 0 年の 間 に , 幼君乳児遷延性下痢症 の 38 例 を経験 し ,

そ の う ち 16 .4 % に あ た る 6 例 が 死亡 した
1l

. そ して
t

こ れ ら幼君乳児遷延性下痢症 38 例の う ち 37 例 ( 9 7

% ) が人工 栄養児 で あ り t 母乳栄養児が わ ずか に 1 例

の み で あ っ た こ と は
, 極 めて 注目 に 値す る事実 で あ っ

た . 人工 栄養児 よ り母乳栄養児の 方 が下痢症 の 発生頻

度が 明 らか に少 い こ と は従来 よ り よ く 知 ら れ て い る

が
,

それ は母乳 , 特に 初乳申 の 種 々 の 感染防御因子 が

明 ら か に さ れ る に つ れ説 明さ れ る よう に な っ た
2)

.
そ の

中で も特 に 重要 とさ れ る の が 初乳 申I g A で あ り ,
ウ イ

ル ス や大腸菌を は じめ と す る 細菌 に 対す る特異的中和

抗体の 存在 は よ く知 られ て い る
2 卜 7)

一 方 , 小 児期 の 下痢の 原因の 一

つ と して 近年注目 を

集 めて い る E n t e r o t o x i n 産生大腸菌が 新 生 児 期 の 下

痢症 の
一

部に 関与し て い る の で は な い か と い う推測 が

あ る
8 卜1 0〉

. しか し ,
こ れ ら の 報告 に は栄 養法 が母乳 で あ

っ た の か人工 栄養で あ っ た の か は 記載さ れ て
■
い な い

.

初乳及び初乳申I g A が
, 大腸 菌 E n t e r o t o x i n に 対 し

中和抗体 を も っ て い るか 否か ば極 め て 興味あ る問題 と

お もわ れ る . 著者 は本研究に お い て , 122 人の 健康産婦

か ら得た 初乳乳清及 び , さ ら に 4 人 の 初乳 より 分離精

製 し たI g A と
,
大腸菌 E n t e r o t o x i n と の 中和反応 を ,

Y l m O u S e a d r e n a l c ell a s s a y を用 い て 試 み た .

対象お よ び方 法

1 ) 毒素液 の 作製

E n t e r o t o x i n 産生大腸菌 と して ,
バ ン グ ラ デ イ シ ュ

の 重症下 痢症 患者 か ら分離 され た大腸菌 H - 1 0 4 0 7 ( 国

立 予研 の 坂崎利 一 博士 よ り分与) を 用 い た . 大腸菌E ･

1 04 07 を E v a n s ら
I l)

の 毒素産生用培 地 に 接 種 し
, 37

℃
, 18 時間振温培養 し た後 , 4 ℃ t 1 2 , 0 0 0 r p m .20 分遠

心 し
,

そ の 上清 を 0 . 4 5 m 〟 の ミ リ ポ ア フ ィ ル タ ー

に 適

し , そ れ を毒素液 と し た . 毒 素液 は検定 ま で の 間 ,

-

8 0 ℃ に 凍結保存 し た .
な お t 陰性対照 と し て 大腸菌榛

準株 K -12 を用 い た .

2 ) E n 鹿 r o t o x i n 活性の 検定

S a c k ら
1 2)

の 行 っ た 方法を
～

部修正 し て 行 っ た . 即

ち
, 国立予研の 坂崎利

一

博士 より 分与を う け た Y l マ ウ

ス副 腎細胞 ( A d - Y l
- 0 ) を , 1 0 % 仔牛血清 , 100 鵬 / 山

の カ ナ マ イ シ ン を加 え たイ
ー グ ル 培 地 に 継 代 培養 し

た . こ の Y l マ ウ ス 副腎細 胞 を 組 織 培 養 用 プ レ
ー ト

M i c r o t e s t ( F al c o n ) に S u b c u l t u r e し
, 単

一

層と な っ

た時点 で 毒素液 0 . 0 5 m ほ 3 7 ℃ , 5 分間接触 さ せ , 洗浄

し た の ち
, 同じ イ ー グル 培地 に 37 ℃ , 1 8 時間培養し細

胞形態 の 変化 よ り 判定し た .

3 ) 初乳乳 清の 採取

昭和 52 年 よ り 2 年間の 間に 金沢 赤十 字病 院 に 入院

し た見 か け上 健康な 産婦 1 22 人 より , 分娩後3 日以内

に そ れ ぞ れ 約 1 0 mエ の 母 乳 を 採 取 し
, 4 ℃

,

1 5 ,
0 0 0 r p m ,3 0 分間遠尤､後 , 中間の 透明 な液 を採取 し ,

そ れ を 初乳乳清 と し た .
な お

, 各産婦 は少 くと も周産

期に 下痢 を認 め て お ら ず
, 期間中病棟 内に 下痢の 流行

はな か っ た
. ま た

, 各乳 清 中 の I g A 濃 度 は Si n gl e

r a d i al i m m u n o d if f u s i o n 法 ( ト リ パ ル チ ケ ン I g A )

で 測定 し た .

4 ) 初乳 I g A の 精製

加藤
1 3)

の 行 っ た方法を
一 部修正 して 用 い た . 即 ち 誹

乳乳 清に よる 中和試験 で 陽性で あ っ た もの の う ちの 4

例 よ り 得 た初乳乳清 を
, 43 % 硫安 で 塩析 し , そ れ を4

N e u t r alizi n g A cti vit y A g ain s t E s c h e ri ch ia C oli E n t e r o t o xi n i n C ol o s t r al S p e ci m e n s

f r o m L a ct a ti n g J a p a n e s e W o m e n . H id e o N a k a m u r a
,

D e p a rt m e n t of P e di a t ric s (D ir ･

e ct o r : P r of . N . T a n ig u c hi) ,
S ch o ol of M e dici n e

,
K a n a z a w a U n iv e r sit y ･
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℃ ,
1 2 ,0 0 0 r p m

, 1 0 分 間遠尤､ し た . そ の 沈 盛 に 0 .2 M

N aC l
- 0 . 1 M T ri s - H C I B u ff e r pH 8 .0 ( 以 下 ト リ ス 緩

衝食塩水で 4 ℃
,
4 8 時間透析 し , 3 , 0 0 0 r p m , 1 5 分間遠

心して 得 られ た上宿を あ らか じ め ト リ ス 緩衝食塩水 で

平衡化 した S e p h a d e x G - 2 00 カ ラ ム ( 郎 ･ 5 × 9 0 c m )

で 上行法 に より ゲ ル 濾過を 行 っ た .
O D 28 0 m 〟 に お け

る第1 ピ ー

ク をプ ー ル し,
コ ロ ジ オ ン バ ッ グで 濃縮 し た

後.
0 . 0 1 M 燐酸カ リ緩衝液pH 8 . 0 で 4 ℃

, 4 8 時間透析

し,
3 , 0 0 0 r p m 1 5 分間遠心 し得 られ た上 帝を あ ら か じ

め0 .0 1 M 燐酸 カ リ緩衝液pH 8 .0 で 緩衝 化 し た D E A E

セ ル ロ
ー ス カ ラ ム (¢2 . 0 × 2 8 c m ) に 吸 着さ せ , p王1 8 . 0

で
一 定の ま ま

,
モ ル 濃度 の み を 0 . 01 M , 0 . 0 5 M ,0 .3 M

の燐酸カ リ緩衝液 で 階段溶出法を 行 っ た . O D 2 8 0 m J｣

で測定し , 0 . 05 M で 溶 出さ れ た ピ ー ク を プ ー

ル し
, 凍

結乾煤 した の ち ,

- 8 0 ℃ に 保存 し た .

純度の 判 定に は . 抗 初乳I g A 血清 , 抗I g G 血清 , 抗

I g M 血清に よ る O u c h t e rl o n y t e s t を 行 い
, 抗 初 乳

I g A 血清と の み 反応す る こ と を確認 し た . ま た
, 大腸

菌E n t e r o t o x i n と の 中和反応 を行 う際 に は , PH 7 . 2 の

燐酸緩衝食塩水 ( 以 下 P B S と 略 す) 1 mエで 溶 解 し ,

L o w r y 法
1 4}

で 濃度を 測定 した の ち使用 し た .

5 ) 兎抗 ヒ ト初乳I g A 血 清 (抗初乳 Ig A 血 清) の

作製

数人の 産婦 より 得 た初乳Ig A を 1 . 5 mエの 食 塩水 に

溶解し , 等量 の F r e u n d
'

s c o m p l e t e a dj u v a n t と と も

に家兎の 手掌 , 足択 お よ び全身の 皮下 , 筋肉内に 注射

し
,

そ の 後2 週間隔 で 3 回同 じ方法に より 効果注射を

行い , 最 終注射後 10 日目 に 採血 した .

6 ) 初 乳 乳 清 及 び 初 乳 I g A に よ る 大 腸 菌

E n t e r o t o x i n の 中和反応

初乳乳清及 び 分 離精 製 し た I g A の お の お の を pH

7 .2 の P B S で 倍 々 稀釈 し
, 等量 の 標準毒 素 液 1 単 位

( 測定法は 後述 す る) を加 え
, 3 7 ℃

,
1 時間i n c u b a t e

した . そ の 後 t こ の 混 合 液0 . 0 5 血エを単 一 層 と な っ た

Y l マ ウ ス 副 腎 細 胞 に 37 ℃ , 5 分 間 接 触 さ せ ,

E n t e r o t o x i n 活性の 検 定の 際に 行 っ た の と 同 じ 操 作

後, 細胞変性出現の 有無で 初乳乳清及 び初乳I g A の 大

腸菌E n t e r o t o x i n に 対す る 中和活性 を 判定 し た .

成 績

1 ) 培養細胞 反 応性試験( Y l m O u S e 8 d r e n 81 e ell

a s s y)

Y l マ ウ ス 副腎 細胞を 用 い て , E n t e r o t o x i n 産生 大腸

菌 H ･1 0 4 0 7 の 産生 し た E n t e r o t o x i n に 対す る 細 胞 の

形態学 的反応 を観察 し た .

即ち
, 写 真 1 は E n t e r o t o x i n 接触前の 副腎細胞で あ

り
, 正常 な細胞形態を 示し て い た . 次 に毒 素液 を3 7 ℃ ,

5 分間接触さ せ る こ とに よ り写真2 に み る如 く , ほ と

ん ど の 細胞が ま るく 変化 し
, 細胞変性 を き たす こ とを

確認 し た . 陰性 対照 と し て の 大腸菌 K - 12 の 培 養 上 漕

を細胞 に 接触さ せ て も, 細胞形態に 変化 を認 めな か っ

た .

ま た , 初乳乳滴 , 初乳I g A 及 び P B S ( pH 7 .2 ) の そ

れ ぞれ を単独で 細胞に接触 させ て み た が い ずれ も細胞

の 形態学的変化を 示さ な か っ た .

･ 2 ) 毒素活性の 検定

E n t e r o t o x i n 産生 大腸 菌 H - 1 0 4 0 7 の 毒 素 液 を pH

7 . 2 の P B S に て 倍々 稀釈 し
, 細胞 に接触 させ たの ち単

一 層 の 細胞の 50 % 以 上 を 変 性 さ せ 得 る 最 大 稀 釈 値

( CP E D 5 ｡: 5 0 % c y t o p a t hi c eff e c ti v e d o s e) を 求 め

た . そ の 結果 , 表 1 の 如く 16 倍稀釈値が CP E D 5 ｡ と な

っ た
. そ こ で 次の 初乳乳清及 び初乳I g A に よ る中和試

験に は
,
C P E D s ｡ の 4 倍の 濃度 ( 4C P E D 5 ｡) を用 い

, こ

れ を 1 単位 /0 . 0 5 mエの 標 準毒素液 と した .

3 ) 初 乳 乳 清 及 び 初 乳 I g A に よ る 大 膿 菌

E n k r o t o x i n の 中和試験

122 人の 産婦 の 初乳乳清 の う ち3 7 人 ( 3 0 .3 % ) に

E n t e r o t o x i n 中和活性を 有す る こ とが わ か っ た . ( 衰

2 ) ま た
,
E n t e r o t o x i n 中和活性陽性の 初乳乳清中 の

I g A 濃度 は3 73 ± 4 20 m g / m L で あ り , E n t e r o t o x i n 中

和癌性 陰性 の 初乳乳清中の I g A 濃 度 は 28 0 ± 3 93 喝

/ mエで あ り
, 両者 の 間 に 有意 差を認 めな か っ た . ( P >

0 . 0 5 )

次に , E n t e r o t o x i n 中和活性陽性の 初乳乳清の う ち

の 4 検体よ り得 ら れ た初乳I g A ( ん D) に つ き
, 中和試

験を 行 っ た
. (表3 ) その 結 果, A は 2 . 4 mg / m l , B は

0 . 2 mg / m L
,
C は2 . 7 m g / mL . D は 2 . 0 耶 / m L と い う

I g A 濃度 で 1 単位の E n t e r o t o x i n 活性を 中和 し , 細

胞変性を阻止 し た .

次に , 初乳乳清 及 び初乳I g A と抗初乳I g A 血清 と を

37 ℃ , 6 0 分i n c u b a t e し た後, 中和試験を行 い 中和活

性が 全て 失活 し た こ と を確認 した .

考 察

我々 が大腸 菌 E n t e r o t o x i n に 関す る研 究 を 始 め る

に 至 っ た 直接 の 契機 は
, 我 々 が か つ て 経験し た 多数 の

幼若乳児遷 延性 下痢症 の 患児 の 上部 腸 管 に 大腸 菌 や

Kl e b si e ll a を主 と し た C o lif o r m s が異常増殖 し て い

る事実を認 め た こ と に あ る
I H 5)'1 8) 即 ち

,
E n t e r o t o x i n

の~F 痢発現 の 揚 が大腸 で は なく 小腸で あ る こ と を考 え

る と ,
こ れ ら 上部腸管 に

､
異常増 殖 し た C o lif o r m s が

E n t e r o t o x i n 産 生菌と し て 下痢発現 に 関 与 し て い る
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こ とが 考え ら れ た か ら で あ る . そ して
.

こ れ ら の 症例

の はと ん どが 人工 栄 養児で あ っ た こ と
, 及 び

, 治療乳

と して 母乳が最適 で あ っ た こ と を考 え 合わ せ る と
, 母

乳が E n t e r o t o x i n に 対 し防御 的或 い は抑 制 的 に 働 い

て い るの で はな い か と推測 さ せ られ た .

大 腸 菌 E n te r o t o x i n に 関 す る 研 究 は t 1 96 7 年

S m i th と H all s
1 9) ゾ ブタ の 急性下痢症 の 原 因 と し て

分離 し た大腸菌か ら コ レ ラ樺 の E n t e r o t o x i n を 証 明

し た こ と に は じま る
. 以来 .

ヒ ト の 下 痢症 に お い て も

大腸菌 の 一 部 に E n t e r o t o x i n 産生 菌が 関 与 し て い る

こ と が わ か っ て き た . 今 日 ま で 世 界 各 地 よ り

E n t e r o t o x i n 産生菌 検出の 報告 が あ り
2 0 ト2 5 ) / 卜児下痢

症 に お い て も極 め て 重 要な 位置を 占め る 様に な っ た .

我 々 も先般 本邦 に お ける ′ト児急性下痢症 か ら分離 した

大腸菌 の 40 % に E n t e r o t o x i n 産生菌を 検出 した
2 6)

.

大腸 菌 E n te r o t o x i n に は熱安定性を 異 に す る 2 種

類の 毒 素 . 即 ち
, 易熱性毒素( h e a ト1 a b il e e n t e r o t o x i n

,

L T ) と 耐熱性毒素( h e a t -

S t a b l e e n t e r o t o x i n
, S T ) と

が あ る .
こ の う ち L T は分子量約 102 , 0 0 0 の 蛋白で 抗

原性 を 有 し
, 菌株 に かか わり なく 兎疫学的 に 同 叫

で あ

表 1 毒素活性の 検定

毒 素 液 の 稀 釈 系 列

C P E D 5 0

贋 ･ × 2 × 4 × 8 ×1 6 ×3 2 ×64

十 + + + 十 2~ 4

+ : 細胞変性 > 50 %

+ : 細胞変性 < 50 %

表 2 初乳乳量 に よ る大 腸菌 E n t e r o to x i n に 対す る中和試験

中和溶性陽性 中和活性陰性

N o . ( % ) 3 7/1 2 2 (3 0 . 3) 8 5/ 1 22 (6 9 . 7)

乳清I g A 洩度
( m g/ m l)

3 73 ±4 2 0 . 0 2 8 0 ±3 9 3 . 7

表3 精製Ig A に よ る大腸菌 E n te r o t o x i n に 対す る 中和試験

S a m pl e

(I g A 濃度)

I g A の 稀 釈 系 列

原 × 2 × 4 × 8 ×1 6 × 3 2 × 6 4 × 1 2 8

A + + 十 + + 十

(4 .85 m g/ m l) (2 .4 m g/ m l)

B + + +

(3 .4 5 m g/ m l) ･ (0 .2 m g ′

/
m l)

C 十 十 + + +

(1 0 .7 m g/ m l) (2 .7 m g/ m l)

D 十 十 + + +

(7 .9 6 m g/ m l) (2 .O m g/ m l)

+ : 細胞変性 > 50 %
- : 細胞変性 < 50 %

*
: 1 単位 の E n t e r o t o xi n 惰性 を抑制す る 各Ig A の最大稀釈濃度
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る こ と が わ か っ て い る
2 8)

. L T は細胞膜の レ セ プタ ー と

結合 し細胞 膜中の ad e n y l c y cl a s e を活性化 さ せ
, 細

胞膜中の a d e n y l c y c l a s e を 活 性 化 さ せ . 細 胞 内 の

c y cli c A M P 濃度 を上昇 さ せ る
2 9)

.
こ の C y Cli c A M P

の 上昇は 小腸粘膜細胞 で は電解質 の 転送異常を 釆 た し

下痢を 引き 起 こ す し
,

一

方 ,
マ ウ ス の 副腎細胞 に お い

て は形態変化を お こ す こ と が知 られ て い る . 今回 . 我

々 が 検 定 法 と し て 用 い た Y l m O u S e a d r e n al c e ll

a s s a y は こ の 性 質 を 利 用 し た 方 法 で あ る
3 0)

. L T の

a s s a y に は ,
こ の ほ か 同L: ti s s u e c u l t u r e で C h i n e s e

h a m st e r o v a r y c e ll を 用 い る方法
81)

,
ウ サ ギ腸管結繁

ル ー プ法
3 2) 3 3)

,
ウ サ ギ の 皮 内反応 に よ る血管透過 性 試

験法
川
な どが あ る . 我 々 は い ずれ の 方法 も試み て み た

が ,
比較的簡便で

一

度 に 多く の 検体を 検定 で き t
か つ

感度の 高 い こ と
,

し か も再現性 に 優れ て い る こ と より

Y l m O u S e a d r e n a l c e ll a s s a y が も っ と も 有 用 で あ

ると 考え られ た .

さ て
,
L T が抗原性 を も つ 以 上 , そ れ が L T 産生大腸

菌の 侵襲を う け た母体 の 腸管粘膜 に 抗 原 刺 激 を 及 ば

し ,
そ の 結 果母乳 中の 分 泌型I g A に 特異的抗体が 産生

さ れ るで あ ろ う こ と は十分 に 予想 さ れ る と こ ろ で あ

る . 分泌 型 I g A は i n v it r o で 母乳 B リ ン パ 球 に よ り

生成さ れ る 唯 一 の 免疫 グ ロ ブリ ン で あ る . 腸管内の 抗

原刺激に よ り 感作 さ れ た B リ ン パ 球 が 腸 管 の 粘 膜下

細胞か ら乳 房 へ
m i g r a t e し , 抗原 に 対 し特異性を も っ

た分泌型I g A を生成 す る と考 え られ て い る .

母乳中I g A の 大腸菌 E n t e r o t o x i n に 対す る 中 和抗

休活性 に つ い て , S t o li a r ら
3 4)

は最初の 報告を 行 っ て い

る . 彼ら は そ の 実験 で グア テ マ ラ と 北米産婦の 母 乳を

対象に ウ サ ギ 腸管結染 ル
ー

プ法 に よ り 母 乳 中 の Ig A

f r a c ti o n に E n t e r o t o x i n 中和活性が存 在す る こ と を

示した
. 我 々 の 今 回の 実験 で は , 本邦の 産婦 122 人中

37 人 ( 3 0 . 3 % ) の 初乳乳清 に 大腸菌 E n t e r o t o x i n に

対す る 中和抗体活性を 認 め た
.
H o l m g r e n ら

3 5)
は ,

パ

キ ス タ ン の 低栄 養産婦 で は 16 人全部の 母乳 に 大 腸 菌

E n t e r o t o x i n に 対 す る 中和抗体活性を 認め た が
,

ス ウ

ェ
M

デ ン の 産婦 の 母乳 で は
, 大腸 菌 E n t e r o t o x i n を 中

和し得 た の は 16 人中わ ずか 1 例の み で あ っ た と い い
-

その 抗原感作 の 機 会の 相違 を指摘し て い る . 我 々 の 今

回の 成績 は
, ま さ に こ の 2 っ の 国の 中間に 位置す る わ

けで あ る . 本邦 に お け る E n t e r o t o x i n 産生大腸 菌の 分

離の 報告 あ る い は その 汚染度 に 関 す る 報告 は極 め て 少

く
8 別

. 疫学的 に はわ ず か に 我々 が か っ て 報告 した デ
ー

タが あ る に す ぎ な い
2 5)3 7 )

. しか し
,
そ の 研究 の 中で 本邦

の 小児 急 性 下 痢 症 よ り 分 離 し た 大 腸 菌 の 40 % に

E n t e r o t o x i n 産生菌を 認 めた と い う結 果( こ れ は ウ サ

ギ皮膚血管透過 性試験法 に よ っ た) や
t 今回の 実験結

果 をみ る と
, 本 邦に お け る E n t e r o t o x i n 産生大腸 菌の

汚染度 は 決 して 少い も の で はな い と い う 印 象 を う け

る . 即 ち
, 我 々 の 知 ら ぬ 間 に E n t e r ot o x i n 産生大 腸菌

は , プ ラ ス ミ ドを介 して 伝達す る
1 0)3 8 卵 〉

とい う 特 性 も

手伝 っ て , 広 く本邦 に も分布 して い た こ と が推測 さ れ

る
. 本邦 に お い て E n t e r o t o x i n 産生菌の 検出の 報告 が

少 い の は
. そ の 検出法が 噸雑 で あ り まだ ル ー チ ン 化 さ

れ て い な い こ と に よ る も の と 思 わ れ る . し か し .

E n t e r o t o x i n 産生菌 に よ る汚染 が こ れ だ け 進 ん で い

る と な れ ば
, 下痢症の 一 病因 と し て , S a l m o n ell a や

S hi g ell a あ る い は Cl a s si c al な病原 性大 腸 菌 と 同 じ

よ う に 検索 され る べ き 時期 に 釆 て い る の で は な い だ ろ

う か
.

一

方 , 今回我 々 は
.
D E A E セ ル ロ

ー ス ｡ カ ラ ム ク ロ

マ ト グ ラ フ ィ と S e p h ad e x G - 2 0 0 ゲ ル 濾過の 組み 合

わ せ に より , 初乳乳清で 中和抗体活性 の 陽性で あ っ た

4 例 の 初乳か ら純粋 に 初乳I g A を と り 出 し た . そ し

て
, 各々 精製 さ れ た初乳I g A が E n t e r o t o x i n 活 性 を

中和 し得 る こ と を示 し ,
その 中和抗 体活 性 が 抗 初 乳

I g A 血清で 阻止 さ れ る こ とを 確認 した
. 即 ち , 大腸菌

E n t e r o t o x i n に 対す る中和抗体は 母乳中I g A に 存 在

し た .
こ の 4 例 の う ち . A

,
C

,
D の 3 例 が 2 m g / mエ強の

I g A 濃度で 1 単位 の E n t e r o t o x i n を 中和 し得 た の に

比 し
,
B は 0 . 2 mg / mエの I g A 濃度で 中和可能で あ り ,

B は他 の 3 例 より 約1 0 倍の 中和抗体活性を有 し て お

り ,
こ の こ と は高度 の 感作の 成立 を推定さ せ た ,

今回 の 実験 で は , 抗原と して の 毒素液が
,

C r u d e な

もの で あ り , 初乳 中I g A の 大腸 菌 E n t e r o t o x i n に 対

す る中和抗体が 特異的 な もの で あ る と は い い 切 れ な

い . L T 精製 の 試 み は数多く の 研 究者 に よ っ て 行 わ れ

て い る が
, 最近 Cl e m e n t s と Fi n k el s t ei n

4 0)
は , L T が

Bi o
･ G e l に 吸 着す る と い う特異 な性 質 を も っ て い る

こ と を利用 し て
, 高純度の 精製標品 を得る こ と に 成功

した . 今后 は精製 し た L T によ り
. 中和抗体の 特異性 に

関す る実験 をす す め る必要が あ ろ う .

さ て
,

こ の 中和抗休 は受動 免疫と して 新生児に 伝達

さ れ る . 分泌 型I g A は an ti s e p ti c p ai n t と も称 さ れ

る が
4 H

, 大腸菌 E n t e r o t o x i n に 対す る中和抗体活性 を

も つ 初乳I g A は文字通 り 新生児 の 陽 管 壁 を p ai n t し

て E n t e r o t o x i n の 侵襲を 防 ぐわ け で ある . これ ま で 血

清型 分類 に よ る Cl a s si c a l な病原大腸菌を原因 と す る

新生 児下痢症 に 対す る初乳の 有効性 は認 め ら れ て い る

が
, 今回の 実験結果 は E n t e r o t o x i n 産生大腸菌 の 関与

す る新生児下痢症 に 対 して も 初乳 の 有効な こ と を示唆

す る もの と考 え られ る . ま た仮 に
, 前述 し た幼君乳児



6 3 4

遷延性下痢症 に E n te r o t o x i n 産生 菌が 関 与 し て い る

と想定 した場合 ,
その 患児の ほ とん どが 人工 栄養児 で

あ っ た こ と は今回の 実験結果か ら う なづ け る も の と い

え よ う . 今後 ,
E n t e r ot o x i n 産生菌 に 対 す る疫学的調

査 が行 われ る こ と に よ り .
こ れ らの 私見は解 明さ れ る

も の と思 わ れ る .

結 論

122 人の 健康 産婦 の 初乳乳清及 び 4 人より 分離精製

し たI g A の 大脾菌 E n t e r o t o x i n に 対する 中和 抗 体 活

性 を検索 し
, 次の 結果を得 た

. 検定 法と し て Y l m O u S e

a d r e n al c ell a s s a y を 用 い た .

1 ) 1 2 2 人 の 初乳乳清の う ち3 7 人( 3 0 .3 % ) の 初乳

乳清は 大腸菌 E n t e r o t o x i n の 細胞変性 作 用 を 中和

し得た .

2 ) 初乳乳清で 中和活性 陽性 で あ っ た う ち の 4 人よ

り 分 離 精 製 し た 初 乳 Ig A は 全 て 大 腸 菌

E n t e r o t o x i n の 細胞変性作用を 中和 し得 た .

こ の 成績は
!
初乳中I g A に 大腸 菌 E n t e r o t o x i n に

対す る中和抗 体が存在す る こ と を示 し, ま た
, 本邦 に

お け る E nt e r o t o x i n 産生大腸 菌の 汚染度 が 少 く な い

こ と を示 して い る .
さ ら に こ の 成績 は .

E n t e r o t o x i n

産 生菌 の 関与 す る新生児下痢症 に 対 し , 初乳の は たす

役割の 大 き い こ と を示唆す る も の と思わ れ た ･

稿を終 るに あた り
, 御指導 と御校閲 を い た だ い た 主任教授

谷 口昂先生お よ び細胞培 養に関 し て御指導 い た だ い た本学 が

ん研 ウイ ル ス 市波多野基
一

教授 な らび に 菌株 と マ ウ ス 副腎細

胞 分与 に御協力下 さ っ た 国立予防衛 生研 究所坂 崎利
一

博 士に

深謝い た し ます ,

ま た終始直接の 御援助 を い た だ い た高橋謙太郎前溝 臥 西

田直己助手 と
,

こ の 研究に 多大な る便宜を 与え て 下 さ っ た教

室の 諸兄に深謝 い た L ます .
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本邦の 産婦よ り得 られ た初乳の 大腸菌
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も

そ の 臨床 的特徴 と治療 に

つ い て ≒ . 小児科 , 1 6 , 7 4 5 - 7 5 5 (1 9 7 5)

1 7) 中島博徳 , 高橋謙太郎. 小泉 晶
-

, 西 田 直己 :

幼君乳児遷延性下痢症の 成因に 関す る考 察 . 小 児科臨

床,
2 9

,
1 2 1 6 - 1 2 2 5 (1 9 7 6)

1 8) 中島博徳 , 高橋謙太郎, 小泉晶 -

, 西 田 直己 :

乳児の 遷延性下痢症 . 日本医事新報,
2 7 3 ‡

,
1 0 - 1 6

(1 9 7 6)

1 9) S m i th
,

H . W . & H a ll s
,

S .
: S t u d i e s o n

E s c h e ri c h i a c o li e n t e r o t o x i n . J . P a t h . B a c t . , 9 3 ,

5 3 1 - 5 4 3 (1 9 6 7 )

2 0) G o r b a c h
,
S . L . & 旺h u r a n a

,
C . M ∴ T o x i g e n i c

E s c h e ri c h i a c o li ; a C a u S e O f i n f a n til e d i a r r h e a i n

C h i c a g o . N . E n gl . J . M e d .
,
2 8 7

,
7 9 l

-

7 9 5 ( 1 9 7 2)

2 1 ) G u e r r a n t , R . L . , M o o r e , R . A . , K i r s c h e n f el d ,

P . M . & S a n d e
,

M . A . : R o l e o f t o x i g e n i c a n d

i n v a s i v e b a c t e ri a i n a c u te d i a r r h e a o f

ch il d h o o d . N , E n gl . J . M e d .
,

2 9 3
,

5 6 7 -

5 7 3

(1 9 7 5)

2 2 ) E c h e v e r r i a
,
P .

,
B l a c k l o w

,
N . R . & S m it h

,
D .

H . : R o l e o f h e a t - 1 a b il e t o x i g e n i c E s c h e ri c h i a

C Oli a n d R e o v i r u s
-1i k e a g e n t i n d i a r r h e a i n

B o st o n c h ild r e n . L a n c e t , 2 ,
1 1 1 3

-

1 1 1 6 (1 9 7 5)

2 3 ) S a c k
,

R . B .
,

H i r s eIl h o r m
,

N .
,

B r o w n l e e , Ⅰ. ,

C a s h
,
R . A .

,
W o 伽王w a r d

,
W . E . & S a c k

,
D . A . :

E n t e r o t o x i g e n i c E s c h e ri c h i a c o li - a S S O Ci a t e d

d i a r r h e a l d i s e a s e i n A p a c h e c h il d r e n . N . E n gl . J .

M e d . , 2 9 2 , 1 0 4 1 - 1 0 4 5 (1 9 7 5 )

2 4 ) R u d o y , R . C . & N el s o n
,
J . D . : E n t e r o i n v a s i v e

a n d e n t e t o t o x i g e n i c E s c h e ri c h i a c o li;

O C C u r r e n C e i n a c u t e d i a r r h e a o f i n f a n t s a n d

C hil d r e n . A m . J . D i s . C h il d .
,

1 2 9
, 6 6 8 ¶ 7 7 2

(1 9 7 5 )

2 5) W a d s t o m
,

T .
,

A u s t - K e tti s
,

A .
,

B a b t e
,

D .
,

H ol m g r e n
,

J .
,

M e e u wi s s e
,

G .
,

:M oll b y ,
R . &

S d e rli n d , 0 . : E n t e r o t o x i n
-

P r O d u ci n g b a c t e ri a

a n d p a r a si te s i n s t o o I s o f E th i o pi a n c h il d r e n

W ith d i a r r h e a l d i s e a s e . A r c h . D i s . C h il d . , 5 1
,

8 6 5 - 8 7 0 ( 1 9 7 6 )

2 6) 渡部礼ニ
, 中村英 夫, 木谷洋 , 西 田直 己 , 高橋謙

太郎
. 中 島 博 徳 : 下痢 症 患 児 よ り 分 離さ れ た

C olif o r m s の E n te r o t o x i n 産生 に 関 す る研究 . 日 児

誌, 8 1 , 9 3 2 - 9 3 9 ( 1 9 7 7)
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2 7) S m i th
,

H . W . & G yl e s
,

C . L : T h e

r el a tti o n s hi p b e t w e e n t w o a p p a r e n tl y di ff e r e n t

e n te r o t o x i n s p r o d u c e d b y e n t r o p a t h o g e n i c

S t r ai n s o f E s c h e ri c h i a c oli o f p o r ci n e o ri gi n . J .

M e d . M i c r o b i o l .
,
8

,
3 8 7 - 4 0 1 (1 9 7 0)

2 8) n o r m e r , 乱 , ぬk s e丸亀 乱 & S t 血姉.
W . :

E s c h e ri c h i a c o li e n t e r o t o x i n ; p u ri fi c a ti o n
,

P a rti a l c h a r a ct e ri z a ti o n . a n d i m m u n o l o gi c al

O b a e r v a ti o rl S . J . I n f e c t . D i s . , 1 3 3
,

1 4 2
-

1 5 6

(1 9 7 6 )

2 9) E v a n s . D . J . , C h e n
,
L . C .

,
C u rli n

,
G . T . &

E v a n s
,
D . G . : S ti m u l a ti o n o f a d e n yl c y cl a s e b y

E s c h e ri c h i a c o li e n te r o t o x i n . N a tu r e N e w B i o l .
,

2 3 6
,
1 3 7

-

1 3 8 (1 9 7 2)

3 0) D o n t a
,

S . T . : D e t e c ti o n o f h e a t .l a b il e

E s c h e ri c h i a c o li e n t e r o t o x i n w ith th e u s e o f

a d r e n al c ell s i n ti s s u e c u lt u r e . S c i e n c e
,
1 8 3

,
3 3 4

-

3 3 6 (1 9 7 4)

3 1) G u e r r a n t . R . L .
,
B r u n t o n

,
L . L .

,
S c h n a i t m 8 n

,

T . C .
, R e b h u n

,
L . Ⅰ. & G il m a n

,
A . G . : C y cli c

a d e n o si n e m o n o p h o s p h a t e a n d al t e r a ti o n o f

C h i n e s e h a m s t e r o v a r y c e11 m o r p h o l o g y ; a

r a p id ,
S e n Si ti v e i n v it r o a s s a y f o r th e

e n te r o t o x i n s o f V i b ri o c h o l e r a e a n d E s c h e ri c h i a

C O li . I n f e c t . I m m u n .
,
1 0

,
3 2 0 - 3 2 7 (1 9 7 4)

3 2) D e , S . N . , G h o s e , M . L . & S e n
,
A . : A c ti v i ti e s

O f b a c t e ri a ･f r e e p r e p a r a ti o n s f r o m V i b ri o

C h o l e r a e . J . P a th . B a ct .
,
7 9 ,

3 7 3
-

3 8 0 (1 9 6 0)

3 3) E v a n s
.
D . G .

,
E v 8 n S

,
D . J . & P i e r c e , N . F .

:

D iff e r e n c e s i n th e r e s p o n c e o f r a b b i t s m all

i n t e sti n e t o h e a t -1 a b il e a n d h e a t s t a b l e

e n t e r o t o x i n s o f E s c h e ri c h i a c o li . I n f e ct . 1 m m u n .
,

7
, 8 7 3 【8 8 0 (1 9 7 3 )

3 4) S t o li a r
,
0 . A .

,
G r e e n ,

E . K . & C 8 r p e n t e r , C . C .

: S e c r e t o r y l g A A g ai n s t e n te r o t o x i n s i n b r e a s t r

m il k . L a n c e t
,
1

,
1 2 5 8 - 1 2 6 1 (1 9 7 6 )

3 5 ) B o l m g r e n
,
J .

,
B a n s o n

,
L . A .

,
C 8 rl s o n

,
B .

,

L i n d b l a d
,
B . S . & R a h i m t 00 l a

,
J . : N e u t r a li z i n g

a n ti b o d i e s a g a i n s t E s c h c ri c h i a c o li a n d V ib r i o

C h o l e r a e e n te r o t o x i n s i n h u m a n m ilk f r o rn a

d e v el o p i n g c o u n t r y . S c a n d . J . I m m u n o l . , 5 , 8 6 7

- 8 7 1 ( 1 9 7 6 )

3 6 ) 大橋誠, 善葦寺浩 : 大腸菌 エ ン テ ロ ト キ シ ン
.

日本細菌学雑誌 ､
3 2

,
4 5 5 - 4 6 8 (1 9 7 7)

3 7 ) 渡 部 礼 ニ : 小 児 下 痢 症 よ り 分 離 さ れ た

C o lif o r m s の E n t e r o t o x i n 産生 に 関す る研究 . 金 沢
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大学十全 医学 会雑誌 t
8 7

,
3 2 4

-

3 3 2 (1 9 7 8)

8 8) S k e r m a n ,
F . J .

,
F o r m 8 1

,
S . B . & F 島1 k o v

,
S ･ :

P l a s m i d ･ a S S O C i a t e d e n t e r o t o x i n p r o d u cti o n i n a

st r ai n o f E s c h e ri c hi a c o li i s o l a t e d f r o m h u m a n s .

I n f e ct . I m m u n .
,
5 . 6 2 2

-

6 2 4 (1 9 7 2)

8 9) G y l e s
,

C .
,

-

S o , M . & F 8 1 k o w
,

S ･ ‥ T h e

e n t e r o t o x i n p l a s m i d s o f E s c h e ri c h i a c o li ･ J ･

I n f e c t . D i s . ,
1 3 0 ,

4 0 p 4 9 (1 9 7 4)

村

4 0) C l e m e n t s , J , & Fi n k el $t ei n
,
R . A . : I s o l ati o n

a n d c h a r a ct e ri z ati o n o f h o m o g e n o u s h e a t ･1 ab il e

e n t e r o t o x i n s wi t h hi g h s p e ci fi c a c ti v i t y f r o m

E s c h e ri c hi a c o li c u lt u r e s . I n f e c t . I m m u n .
,

2 4 1

7 6 0 - 7 6 9 (1 9 7 9)

4 1) W a l k e r
,
W . A . & H o n g , R . : I m m u n o I o g y of

t h e g a st r o i n t e s ti n al t r a ct; P a rt l . J . P e d i at . , 8 3
"

5 1 7
-

5 3 0 (1 9 7 3)
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N e u t r al izin g A c t M t y ag a h s t E s c h e ri chi a C oli E n t e r o t o x 血 h C ol o st r al S p e ci m e n s 血o m

L ac t a ti n g J ap a n es e W o m e n H i d e o N ak a m u r a
,

D e p art m e n t o f P e diat ri c s ( D ir e ct o r : P r o f ･ N ･

T a nig u chi) ,
S ch o ol of M e di ci n e

,
K an a Z a W a U ni ve rsit y ,

K an a Z a W a 9 2 0 , J ap an ･ J ･ J u ze n M e d ･

S o c .

,
8 9

,
6 3 0 - 6 3 8 ( 1 9 8 0) .

A b st r a c t T h e n e u t r ali z in g a c ti v it y a g a i n st E . c o li e n t e r o t o x i n w a s e v a l u a t e d i n c ol o s t r al

s p e ci m e n s o b t ai n e d f r o m 1 2 2 h e a lt h y p o st p ar t u m J a p a n e s e w o m e n ･ A c u lt u r e s u p e rn at a n t

o f E . c oli H - 1 0 4 0 7 st r ai n g r o w n i n t h e t o x i n
-

P r O d u ci n g m e d i a o f E v a n s e t a L h a d 5 0 % c y t o p a t h i c

e ff e c ti v e d o s e ( C P E D 5 0 ) o n Y l m O u S e a d r e n al c ell m o n o l a y e r a t a si x t e e n f ol d d 山 1ti o n a n d a

f o u rf o l d c o n c e n t r a t e o f C P E D 5 0 W a S C h o s e n a s a st a n d a r d t o mi d o s e i n t his w o r k . I n h ib iti o n

a ss a y o f c o l o st r a l sp e ci m e n s f o r t h e t o x i n e f f e ct o n Y l m O u S e a d r e n al c ell m o n o l a y e r w a s c ar ri e d

o u t a s f oll o w s : C ell - f r e e s u p e m a t a n t o f c o l o st r al sp e ci m e n w a s i n c u b a t e d w i t h a n e q u al a 辻q u o t o f

t h e s t a n d a r d t o x i n d o s e f o r 6 0 m i n a t 3 7
0

c a n d t h e n
,

C y t O P a t h i c e ff e c t o f t h e m i x t u r e a ss e s s e d

b y Y l a d r e n al c e 11 a s s a y ･ C ol o st r al s p e c i m e n s b e in g a b l e t o a b r o g at e t o xi n i n d u ci b l e c y t o p a t h i c

eff e c t t o l e s s t h an 5 0 % o f m o r p h o l o gi c al c h a n g e s w a s e v al u a t e d a s p o siti v e f o r n e u t r al i zi n g a c ti vi -

t y . T h i r t y
-S e V e n ( 3 0

.
3 %) o u t o f 1 2 2 c o l o s t r al s p e ci m e n s h a d n e u t r al i zi n g a cti vit y a g a in st E ･ C O li

e n t e r o t o x i n in t h e e x p e ri m e n t al c o n di ti o n . T h e r e w e r e n o s lg n ifi c an t di ff e re n c e s i n c o n c e n
-

t r a ti o n o f c o l o st r a l I g A b e t w e e n n e u t r ali z in g a c ti v it y
-

P O Siti v e ( 3 7 3 ±4 2 0 m g/ m l) a n d -

n e g ati v e

( 2 8 0 ±3 9 3 m g/ m l) g r o u p s . H o w e v e r , e a C h p r e p ar a ti o n o f c o l o st r al Ig A p u ri fi e d f r o m f o u r c o l o -

st r al s p e ci m e n s w it h p o siti v e n e u t r ali z i n g a cti v it y w a s a b l e t o i n h ib it t h e c y t o p at h i c e ff e ct

e x e rt e d b y a st a n d a r d t o x i n d o s e e v e n a t c o n c e n t r a ti o n o f O .2 - 2 . 7 m g/ m l , S 11 g g e Sti n g a n i m p o rt a n t

r o l e o f c o l o st r al Ig A f o r n e u t r ali z ati o n o f t h e t o x i n .

T h e f a c t t h a t n e u t r a li zi n g a cti v it y a g ai n st E
.

c o li e n t e r o t o x in w a s f o u n d i n a c o n si d e r a bl e

p r o p o rti o n o f c o l o st r al s p e ci m e n s ff o m l a ct a ti n g J a p a n e s e w o m e n mi g h t s u g g e st t h e i r p o s si bl e

s u b cl in i c al e x p o s u r e t o e n t e r o t o x i n
-

P r O d u ci n g s t r ai n s o f E . c o li w h i c h m i g h t b e a s s u m e d t o

b e u n e x p e c t e d ly m o r e p r e v a ni n g o v e r t hi s c o u n t r y ･
H o w e v e r

,
W h e t h e r c ol o st r u m s h a v i n g n e u t r a l -

1 Z l n g a Cti v it y a g a in st E
･

C O li e n t e r o t o x i n m a y e x e rt a b e n e fi c al e f f e ct i n p r e v e n ti n g n e o n at e s f r o m

g a s t r o i n t e sti n al i n f e c ti o n s w it h e n t e r o t o x in -

P r O d u ci n g st r ai n s o f E ･ C O li r e m ai n s t o b e e l u ci d a t e d ･
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写真 1 E n t e r o x i n 接触前の Y l マ ウ ス 副腎細胞

写真 2 E n t e r ot o x i n 接触後変性 をお こ した Y
l

マ ウ ス 副腎細 胞


