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　Clostridium　tetaniの産生する毒素は，ほぼ均質

なものであることが一般に認められているにもかかわ

らず，一方では，異質の毒素が存在する可能性を示唆

する研究1）”4）が報告されてきた．あるいはまた，種々

の毒素，種々の抗毒素との間には，異なった親和性が

あって，テストトキシンの如何によって抗血清の単位

が異なることが問題とされている5）6）．

　当教室では，胞子形成力がclostridiaの毒素原性

や生物学的性状に大きく影響を及ぼすという事実を見

出しているので7）躍10），種々の胞子形成力をもつ9株

のCl．　tetaniを選んで，これらの毒素の物理化学的

性状，免疫学的性状について検討を加えた．

　一方，これらの胞子形成力の異なった菌株は，毒ヌ；

原性の上でも著るしく異なったので，これらの菌株の

産生する可溶性抗原を，Sephadexカラムクロマトグ

ラフィー，ディスク電気泳動，寒天ゲル内沈降反応に

よって分析し，Clostridium　tetaniのtoxigenesis

の解明の手がかりを得ようと試みた，

　さらに，これらの過程で得られた精製毒素をテスト

トキシンとした際の抗血清との，avidityについて検

討を加えた．

実験材料および実験：方法

工．使用菌株．

　胞子をつくらぬ株として，Muellerら11）の教室由

来のHarvard株（以後HA47と略す），611412），

611612），ある培地のみに胞子をつくりうる株として，

陸三，111012），111312），130312）．いずれの培地にも豊

富に胞子をつくる株として，PO3，00713）を選ん

だ．これら菌株の胞子形成力は，高橋ら13）の報告によ

った．HA47株は，大阪大学微生物病研究所米田正彦

博士より分与をうけた．この株を教室に保存中盤毒化

したもの（H：A47D2）をも併せ用いた．陸三株は以前’

より教室に保存されていたものである．6114，6116

は，土壌を60。C　10分加熱後分離された強毒株で，通

常104～105MLD／m1の毒素原性をもつ．1110，1113

は，土壌を100。C10分加熱後分離され，1303は100。C

30分加熱後分離され，007とPO3は非加熱で分離

された株である．1110，111・～。PO3は中等度の毒素

（102～103MLD／m1）を出し，1303と007は弱毒

株（101～102MLD／ml）である．

皿．毒素産生培地．

　久保田ら14）のP皿培地を少し変えて毒素産生培地

とした（表1）．滅菌は，115。C　15分で行ない，急冷

後直ちに使用した．毒素産生のためには，洋々ブイヨ

ンに保存された菌を苛々ブイヨンで増平し，その0．1

m1を10m1の毒素産生培地の入った中試験管に移

し，1昼夜前培養し，その全量を1900m1の毒素産

生培地の入った2リットル三角フラスコへ移し，37。

C7日間培養した．

皿，毒素の精製．

　培養後直ちに培養液を4000rpm　10分遠沈し，その

上清に硫安を30％（g／v）飽和になるまで加えて遠沈

し上清を集め，硫安をさらに50％飽和になるまで加え

て遠心し，生じた沈澱を0．05M燐酸緩衝液（pH7．5）

にとかした後，硫安を40％飽和になるまで加えて再沈

澱し，生じた沈澱を遠沈して集め0．05M酷酸緩衝液

（pH　5．5）にとかして，30～40％飽和硫安分画毒素

を得た．硫安分画毒素を，Sephadex　G－100（Phar・

macia，　Uppsala，　Sweden）のカラム（直径3cm，

高さ43cm）にのせた．この際，0．05　M酷酸緩衝液

（pH　5．5）で溶出し，9mlづっのフラクションを得

た．流出速度は毎時22m1とした．以上の実験はす

べて4。Cで行なわれ，精製毒素は一20。Cに保存さ

れた．精製過程の詳細については，実験結果で述べ
る．

IV．毒素活性の測定．

　MLD，　L＋，ならびに：Lfを測定した．毒素と抗毒
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素の稀釈には，0．05M燐酸緩衝液（pH　7’．5）と生理

食塩水を1対3の割合に混合した：ものを稀釈液として

用いた．マウスはDD系15　gm前後のものを2匹以

上用い，後肢に皮下注射し，その破傷風症状の有無を

96時間観察した．

　1．MLD／mlの測定：10倍づっ段階稀釈した毒素

液の0．5mlをマウスへ注射した．

　2．：L＋の測定：医科学研究所学友会15）の方法によ

った．テストトキシンと標準抗毒素は，国立予防衛生

研究所より分与をうけた．。ゲストトキシン0．9mgm

を稀釈液玩n1．にとかし，これに標準抗毒素（1単位

／m1）1mlと，稀釈液2mlとを加えて混合し，室温

1に1時間放置後，その0．4mlをマ．ウスへ注射する

と，丁度4日目にマウスをたおしたので，テストトキ

シン0．09卑gmがltest　dosisであることを確認

した．このテストトキシン（10test　dosis／ml）1m1

と，武田薬品製破傷風抗毒素を600倍に稀釈したもの

1m1．と，稀釈液2m1とを混合し，同様な方法でマ

ウスに注射すると，丁度4日目にマウスをたおしたの

で，破傷風抗毒素（武田薬品）は600単位／mlの力価

であると検定された．

　被検毒素のL＋／10量の測定には，1列の試験管に

稀釈液2mlと，1単位／m1の抗毒素液（武田薬品）

を1m1つつ加えた．さらに30％間隔で段階稀釈され

た被検毒素液を1mlつつ加え，混合し，室温に1時

間放置後，その0．4m1をマウスへ注射した．4日目

に致死せしめる最小の毒素章をL＋／10量とした。

　3．Lfの測定：Ramon法16）によるフロキュレー

ションによった．抗毒素はabsorbed　serum17）（大阪

大学期生物病研究所分与）を100単位／mlに稀釈レて用

いた．毒素液に30％間隔で増量された抗毒素を加え，

稀釈液で総量を2m1とし，43。Cの恒温槽でKfを
観察した．

V．その他の測定．

　1．蛋白量の測定：Lowryら18）の方法により，660

mμで比色定量した．

　2．窒素量の測定：Micro－Kieldahl法で定量し
た．

　3．沈降係数（S20w）の測定：Beck；nan　Model　E

分析用三遠心機で測定した．

VI．ディスク電気泳動．

　Davis法19）にしたがった・アクリルアミドのpH

を通電時に2．3となるよう調整し，毒素蛋白2σ0μg

を，600ボルト，各チューブ3ミリアンペアの電気量

で70分間泳動させた．バンドの染色はアミドシュバル

ツ10B（第1化学薬品）で行なった．

V皿．熱安定度．

　毒素液を0」M緩衝液中に10倍稀釈し，55。C　30分

加熱し，急冷して残存毒素力価（L＋／10量）を測定し

た，緩衝液は，』酷酸緩衝液，燐酸緩衝液，あるいは

Tris緩衝液を用いた．

皿，抗毒素血清の作製．

　S叩hadexて｝一100ゲル濾過で得られた精製毒素に，

ホルマリンを0．4％（v／v）に加え，37。C　2日間放置

後，その1・m1（蛋白量で約10　mgm）を，1週間隔

で3回，約2kgmの家兎の前趾掌に皮下注射し，最

終免疫後1週目に全採血した．得られた抗血清を非働

化し，マーゾニンを1万分の1容に加えて4。Cに保
存’した．

IX．ゲル内沈降反応．

　Ouchterlony　20）のdouble　diffusion　methodに

よった．Difco製Bacto－Agarを，1／50M燐酸緩衝

液（pH　7．2）に食塩0．15Mを加えた液で1％にと

かし，型に入れて平板を作った．用いた抗毒素は，

absorbed　serum　17），フロキュレーション用にいくら

か精製されているフロキュレーション用抗毒素（久保

田憲太郎博士分与），および，作製レた各株抗毒素血

清であった．各サンプルをセットしたのち6寒天は，

モイストチエンバー内に4。C　7日間静置され，燐酸

緩衝液加西導水で2日間脱蛋白が行なわれ・・0・1％プ

ロムフェノールブルー（石津製薬）で沸降線を染色し

た．

X．各株抗毒素血清と門下精製毒素との交差中和試

　験．

　各株精製毒素のL＋／10毒累を用いて・被検抗毒素

血清⑱抗毒素学位を測定した・すなわち・L＋の測定

の所で述べたように，テストトキシンを用いて検定し

た破傷風抗毒素（武田薬品）によって，各株精製毒素

のL＋／10毒素を作り，このL＋／10量の10倍量の毒

素を含む1mlの毒素液に，段階稀釈された被検抗毒

素血清1mlと，稀釈液2m1とを加え，全量を4ml

とし混合後，室温に1時間放置し，その0．4m1をマ

ウスへ注射した．丁度4日目にマウスを致死させた時

の被検抗毒素血清の稀釈倍数をもって，被検抗毒素血

清の単位／mlとした．

実　験　結果

1．毒素産生の条件．

　真田培地21）では，教室保存のHA47株で1m1中に

102MLD，6114株で103MLDの毒素産生がみられた

が，この培地の始発pHを8・0とすると，・両州とも

103MLDの毒素産生を示した・真田培地以外の培地を
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　　　　表1

Proteose　peptone（Difco）

Glucose

NaCl

Na2HPO4
KH2PO4
MgSO4・7H2Q
Thiamine
Riboflavine

Piridoxine

Ca－panthonate

Biotin

Cholin

Adenine
UraciI

Heart　infusion＊

dist．　H20

毒素産生培地『
20　　　　gm

7．5　　　gm

2．5　　gm
O．063　　gm

O．1　　　gm

O．2　　gm

O．25　　mgm

O．25　mgm

O．25　mgm
1．O　　mgm

0．0025mgm
2．0・

10

ユ0

50

950

mgm
mgm『

mgm
ml
π［1

　　　　　　　pH　7．4－7．6

米　製法は文献14）によった．・

検討すると，久保田ら14）の基礎ペプトン培地（PBM）

が優れており，HA　47株と6114株で104MLDの毒

素産生を示した．PBMにビタミンと核酸を適当量加

えると（表1），HA47株で105MLD，6114株で104

MLDの毒素産生を示したので，以後，毒素産生には

表1の培地を用いた．

　大量培養に先だち，培養方法を検討した．今までの

実験では，菌株は嫌気Jar（富永）の中で培養された

が，Jarを用いず空気中で培養されても，　HA　47株と

6114株でMLDの上で，全く毒素産生に低下がみら

れなかったので，これ以後ぽ，Jafを用いずに，2リ

ットル三角フラスコで培養することにした．

　セロファンバッグ法22）も試みられた．セロファンバ

ッグ法では，6114株で106MLD／mlの毒素産生がみ

られたが，毒素の総収量が，セロファンバッグを用い

ない場合の約30％となったので，セロファンバッグ法

を中止した．

皿．毒素精製方法の検討．

　6114株の培養液遠心上清（粗毒素）を燐酸緩衝液で

透析したが，毒素は透折前と比べて，ほとんど純化さ

れなかったので，以後透折を中止した．

　毒素の酸沈澱も試みられた．6114一瞬毒素は，1M

酷酸を加えてpHが3．2になった時，沈澱を生じ初

めた．しかし，こめ沈澱は，緩衝液に難溶性のたあ，

以後，酷酸沈澱を用いなかった．

　硫安沈澱に先だち，粗毒素から核酸を除く目的で，

プロタミン硫酸で沈澱を試みたが，プロタミン硫酸に

田

よ一る沈澱物には，毒素も含まれていたので，プロタミ

ン硫酸の使用も中止された．

　6114株粗毒素を用いて，30，50，80％（g／v）に硫

安を飽和し分画すると，毒素は30～50％飽和で沈澱し

た．この沈澱を緩衝液にとかし，さらに細かく5％間

隔の硫安飽和で分画すると（表2），35～40％飽和分

画に最も強い毒性が見出されたが，実験には，30～40

％飽和分画を使用した．その毒素回収率は60～70％で

あった．

　粗毒素は，一20。Cに一次的に凍結保存されたが，

それを融解すると，表3で示されるように，著しく毒

素活性の低下をみることがあったので（原因を明らか

にすることはできなかった），以後は，全株について，

毒素精製の操作を培養後直ちに行なうことにした．硫

安分画処理後は，凍結をしても毒性の低下はみられな

かった．

　メタノール沈澱法23）も試みられた．6114株粗毒素を

用いての実験で，0～40％（v／v）飽和法が適当だと確

認した後，後述のSephadex　G－100分画の9株の毒

表2　6114株毒素の硫安沈澱

硫安量
　　％

　0
（粗毒素）

30－50

30－35

35－40

40－45

45－50

MLD／m1

2×104

104

104

105

103

102

蛋　　　白
mgm／m1

17．0

1．7

1．3

5．2

4．9

4．5

　MLD
／mg卑蛋白

1176

11760

16000

38835

408

44

表3　　粗毒素を一20。Cに凍結した

　　　　　時の毒性低下

実
験
回
数

1

2

3

4

5

6

7

8

菌 株

HA　47

HA　47

HA　47

HA　47　D　2

1110

1110

1110

1110

毒素活性（MLD／ml）

凍結前隊雛
105

105

105

104

103

104

103

103

100

105

毒無

041

毒無

Oo1

毒言

031
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素を，0～40％メタノール飽和で沈澱さすと，毒素が

より純化されたのは，15回の試みのうち3回で，他は

すべて，純度は同一かまたは却って低下した．HA　47

D2株の場合は，メタノール沈澱により毒素蛋白は塊

状をなし，不溶性となり，MLD／mlは，104から101

に低下した．メタノール沈澱は毒素をさらに純化する

のには役立たなかった．

　Sephadex　G－100，　Sephadex　G－200，　DEAE

Sephadex，　CM　Sephadexの毒素分画能力を検討し

た．　このうち，Sephadex　G－100ゲル濾過が最：つと

も分画に適していた．

　Sephadex　G－200のカラムに，6114株粗毒素をの

せて分画すると，後に述べるSephadex　G－100の場

合（図1）のように，毒素と毒素以外の蛋白との分離

が不十分であり，毒素のやまのピークが明らかでなか

った．

　DEAE　Sephadexを用いて，　Sephad眠G－100分

画によって純化した6114株毒素を，さらに純化するこ

とを試みたが，毒素のやまは，はっきり分離されなか

った．

　CM　Sephadexを用いて，　Sephadex暫G－100分画

で純化した6114株毒素を，さらに純化することを試み

た．，塩化ナトリウム・0．2～0，3Mで毒素が溶出するこ

とが判明したが，α．2Mで溶出したり，0．15～0．2M

で溶出したりして再現性がなく，しかも，毒素蛋白の

分離が十分でなかった（Data，図は略）．

皿，各株毒素のSephadex　G－100カラムクロマトグ

ラフィー．

　6114株粗毒素を，1Sephadex　G－100カラムで分画

すると，フラクションNo．9近迦に山をもつ蛋白と

No．22近辺に山をもつものに分かれた（図1）．毒素

活性のほとんどは前の蛋白め山に存在．し元．後の蛋白

の山を除くため，硫安分画法を用いた．

　6114可聴毒素を，硫安分画後，Sephadex　G一100で

ゲル濾過すると，フラクションNo．9近辺に山をも

つ蛋白のみとなった（図2）．毒素活性は，フラクシ

図1　6114株粗毒素のSephadex　G－100カラムクロマトグラフィー
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　　図2　6114株粗毒素の硫安分画後の

Sephadex　G－100カラムクロマトグラフィー
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　図3　HA47株粗毒素の硫安分画後の
Sephadex　G－100カラムクロマトグラフィー
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ヨンNo．7とNo．8に最：強であった．以後，各株毒

素のSephadex　G－100カラムでのクロマトグラフィ

「は，すべて，硫安分画毒素について行なった．

　HA　47株i毒素のSephadex　G－100カラムクロマ

トグラフィーでは，常に2つの蛋白部分に分離した

（図3）．第・1の山は，フラクションNo．7に，他は

フラクションNo．14にピークをもった・毒素活’性の

ほとんどは，フラクションNo．7・No．8の蛋白の

山に一致して存在した．しかし，HA　47株で，粗毒

素が，1m1あたり104MLD，10L＋／10量の低い毒

素牽生をした時や，HA47　D2株のように，粗毒素が

104MLD．4．4轟＋／10量の低い毒素産生をする株では

第1の山が消失し，第2の山のみとなったが，この場

合も・最：大毒素活」駐は，フラクションNo・7・No・8

にみられた．　　　　　　　　　　　　　　邑　1

　6116，陸三，1110，PO3，007，1113，1130＄の株

の毒素をSephadex　G－100カラムでクロマトグラフ

ィ「を行なうと，H：真47株毒素とは異なって，常に

1つの山の蛋白カーブを示し，そのピークは，フラク

ションNo．9・No．10・No．11に存在した．レかレ，

最大毒素活性は，フラクションNo．7近辺にあり，

蛋白の山に先行していた（表’4，図4）．図4は，こ

れら7株のうち，6116株と1110株毒素のSephadex

G－100分画パターンを，H：A　47株毒素と比較して示

す．

IV．二二精製毒素の性状．

　HA47，6114，6116，陸三，1110，　PO3ゴ007の

7株の粗毒素を，硫安分画し，Se諏adex　G－100ゲ

ル濾過し，さらにメタノール沈澱によつで精製した時

の，各精製段階の毒素活性，蛋白量，濃縮度，回収

率，ゲル内沈降反応を検討した．表5は，これら7株

のうち，HA　47株と6114株についての価である．（他

の株についてはData　1を略す）．また，これら7株の

粗毒素と精製毒素の比較のため整理したものが，表6

である．

　粗毒素についてみると，最強毒のHA　47株では，

1in1あたり，105MLD，140L＋／10量であり，最：弱毒

の007株では，102MLD，1．4L＋／10量であった．

粗毒素の蛋白量は，7抹とも，20．0～29．2mgm／ml

の範囲であった．

　精製毒素についてみると，HA　47株では，　mgmN

あたりの毒素活性は，他の6株に比して，著しく高か

った、．精製毒素のL＋／10量とLfの比は，株によっ

てまちまちであったが，これは，Lfの測定に誤差が

生じやすいためと思われる．L＋の測定誤差は，ほと

んどなかった．精製毒素の粗毒素からの回収率は，

田
．

表4　　Sep血adex　G－100カラム

　　　　よりの蛋白の溶出

菌　　株

HIA　47

6114

6116

陸　三

1110

PO3
007

1303

1113

性M毒
蝦
玄
妙謬

7

6

7

8

6

7

7

6

8

最大蛋白溶出
フラクションNo．

7及び14

9

9

11

9

10

11

9

11

図4　Sephadex　G－100カラムよりの蛋白の溶出
　（矢印は最：大毒素活性を示した分画を表わす）
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5 10　　　　正5

tube　number
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L＋／10量で5．0～16．8％，蛋白量で0．05～0．22％で

あり，菌株による差はなかった．精製毒素は一20。C

に保存され，時々，凍結と融解をくり返されたが，少

なくとも1力年間は毒素活性の低下をみることはなか

った．

　Sephadex　G－100分画毒素の分光分折（図5）で

は，H：A47株では，　A280／260が1．69であり，6114，

6116，陸三，1110，PO3の5株では，0．98～1．04で

あった．この価より，HA47株の毒素には，核酸は含

有されていないが，他の5株には，3．0～3．5％に含

有されていることが暗示されたので，この6株および

007株の精製毒素のオルシノール反応によるRNA

定量，および，燐定量を行なったが，いずれも含有さ

れておらず，核酸の混入は否定された．
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表5 HA　47株と6114株毒素の各精製段階

菌　株

HA　47

6114

精製段階

素
話

毒
粗
硫

G－100

MLD／m1

105

107

106

メタノール11・・

素
干

毒
粗
硫

G－100

メタノール

105

106

106

106

号量／mI

140

8580

2860

3000

・60

1430

600

500

蛋白

mgm／m1

28．2

28．2

3．1

3．3

29．2

73．2

12．6

10．1

号量／饗

5

304

923

909

2

20

48

50

　　　＊
濃縮度
（倍）

1

61

185

182

1

10

24

25

回収率　％

量白癩量レ一

72．1

10．8

12，6

66．2

5．0

7，1

1．2

0．06

0．07

7．0

0．22

0．3

ge1内沈降反罧
応沈降線数

A血測F蜻

2

2

2

2

2

1

＞3

3

2

3

2

2

2

・灘度とは・蛋白1mgm当りの号量目・粗赫のそれの酷であるかを勅・

＊＊　A血清はabsorbed　serum，　F血清はフロキュレーション用抗毒素をさす．

その倍数をさす．

表6　毒素の力価及び濃縮度

菌　株

HA47
6114

6116

1110

陸三

PO3

007

粗　　毒　　素

MLD／m1

105

105

104

104

103

103

102

号量／m1

140

60

33

67

20

14

1．4

精 製 毒 素

MLD／ml
撃lL盈益mN

106

106

105

105

105

105

103

6．5×107

5．9×104

4，5×104

2．3×104

2．7x104

4．1×104

1．2x103

L±量／

10mgmN

18400

440

1230

700

990

570

73

Lf／mgmN

3800

66

200

105

330

160

皆／Lf

4．9

6．7

6．2

6．7

3．0

3．6

濃縮度（倍）

184

25

137

27

140

114

145

＊　L＋／100より換算

　Sephadex　G－100分画毒素の超遠沈シュリーレン

像では（図6・7・8・9・10・11・12），HA　47株

毒素では，単一なやまを形づくり，そのS価は7．2で

あった．他の6株の毒素では，やまのピークがHA47

株の毒素程，シャープでなく，そのS価は1．4～1．8

であり，また，このやまに先行する微小な約5Sのや

まが認められた．

　精製毒素を種々のpHに調整後，加熱し，その不

活化の度合を，HA47株毒素と6114株毒素について比

較した（表7）．両毒素の不活化の度合は，pH：6．0か

ら8．0までの間でよく一致している．両毒素とも，pH

7．5から8．0の間で最つとも安定であった．

V．免疫学的検討．

　得られた精製毒素と，作製した各株抗毒素血清と

で，ゲル内沈降反応を行なうと，すべての株に共通す

る2本の沈降線が成立した．このうち，H：A47株抗毒

素血清と各株精製毒素とのゲル内沈降反応の様子を図

13で示す．

　各株精製毒素のうちから，6114株精製毒素を選び，

分析した（図14）．6114株精製毒素を55。C　60分加熱

すると，2本の沈降線のうち1本は加熱に際して残

り，1本は消失した．加熱に際して残った1本が，培

地の成分によるものでないことを確かめるために，培

地を硫安沈澱で濃縮し，濃縮された培地と各株抗毒

素血清とで，ゲル内沈降反応を行なったが，沈降線は

出現しなかった．したがって6114株精製毒素には，な

ほ，菌体抗原を含むことが想定された．

　毒性の強いHA　47，6114，陸三株の精製毒素は，
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それぞれの当該抗毒素血清で，ゲル内沈降反応を行な

うと，他の株の毒素にくらべて，1本多く沈降線を示

す場合が多かった．

　これら精製毒素の抗原分析のため，ディスク電気泳

動を行なった（図15）．HA　47株の毒素蛋白は，原点

より移動しないものと，その他3本のバンドに分かれ

た．その他6株の毒素蛋白は，いずれも，原点より移

動して2本のバンドを形成した．原点より数えて，

H：A47株毒素の第2番目のバンドは，最つとも濃く，

位置的には他の6株の毒素の第1番目のバンドに相当

した．このバンドの濃淡のみが図15にみられる如く，

毒素活性の強弱（説明の項参照）に比例していた．

　得られた精製毒素が，in　vivoの毒素抗毒素反応の

上で，はたしてHornibrook　5）の言った如く，　avi・

dityに差をもつかどうかをみるために，各株抗毒素

血清と各株精製毒素との交差中和試験を行なった（表

8）．すなわち，L＋の測定方法の所で述べたように，

正確に検定された破傷風抗毒素（武田薬品）で，各株

精製毒素のL＋／10毒素を作り，この毒素液で，各株

抗毒素血清の力価（単位／ml）を測定した．各血清と

図5　精製毒素の分光分析

）
0

％
1
0

（

go

80

70

60

50

40

20

10

PO　3

HA　47

陸三

1110

6116

0

240

6114

250 260 270 280 290（mμ）

表7　精製毒素の熱安定性

pH

5，0

5，5

6．0

6．5

7．0

7．5

8．0

8．5

HA47（3000器量／ml）

L±量／m1
10

600

770

600

1000

1000

1430

1430

1000

マウ　ス
致死日数

2

2

4

3

1

1

2

残存力価
　　　％

4

20

26

20

33

33

47

47

33

6114（700皇土量／m1）
　　　　　10

琶量／m1
10

100

60

150

250

250

360

360

60

マ　ウ　ス

致死日数

4

4

3，4

4

2

2

2

4

残存力価
　　　％

13

8

20

33

33

47

47

8
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図14　ゲル内沈降反応

○
－

中央：HA47抗毒素血清．1．培地，硫安濃縮，
2．1110硫安分画毒素，3．2の加熱，4．6114

精製毒素，5．4の加熱，6．HA47精製毒素

も，当該の株の毒素で検定した力価を100％とする

と，その他の株の毒素で検定した力価の，当該の株の

毒素で検定した力価からの偏差は，±31％以内であ

り，ほぼ同一の中和関係を示した．

考 察

　Llwe11yn　Srnith　1），　Traubら2），　van　Heynin・

gen　3），　Friedmannら4），　Tulloch　24）等は，破傷風

毒素が，通常考えられている均質性のものではない可

能性があることを，生物学的事実から推定しているの

に対し，Largi♂25）26）やHardegreeら27）は，菌株

による毒素の差を化学的に，あるいは免疫学的に証明

したいと考えて，種々の実験を行なった．これらの実

験は，いずれも失敗に終っている．

　本実験では，胞子形成能力の種々に異なる9株の

Clostridium　tetaniを用いて，これらの毒素の菌株

による差異を，化学的，免疫学的に分析した．その結

果，clostridiaの代謝産物の毒性は，胞子形成能力に

大きく影響されるという同僚の研究事実7）一10）にもか

かわらず，これらの毒素の菌株による差異は，胞子形

成能力とは関係なく，Harvard株だけが，特殊な毒

素パターンを示した．

　すなわち，Sephadex　G－100カラムクロマトグラ

フィーの蛋白溶出パターンをみると，野生株毒素は，

その株が，胞子をもつもたぬにかかわらず，いずれの

株においても，毒素溶出フラクションに重なった大き

な非毒素蛋白のフラクションを示した．これに反し，

Harvard株では，毒素の溶出フラクションは単一な

ピークをもち，これら非毒素蛋白のフラクションとは

遊離して現われた．

　Harvard株のこの単一な毒素のピークの毒素活性

は，6．5×107MLD／mgmN，3800　Lf／mgmNであ

り，従来報告された破傷風精製毒素25）28）”30）の活性と

大差なかった．これに反・して，野生株毒素は，Sepha・

dex　G－100ゲル濾過で，混在非毒素蛋白と分離でき

ず，mgmNあたりの毒性は非常に低かった．

　この毒素蛋白は，超遠心で，Harvard株で，7．2S

の1個めやまを示すのに対し，野生株毒素では，1．4～

1．8Sに主なやまがあり，約5S附近に極めて小さな別の

やまがみられた．この野生株の毒素蛋白のmgmNあ

たりの毒素活性が低いことは；野生株毒素には，かな

りな量の混在非毒素蛋白を含んでいることを示してい

ると思われる．したがって，主なやまである1．4S～

1．8Sのものが混在非毒素蛋白によるだろうと思われ，

微小な約5Sのものが菌の毒素によるだろうと思われ

る．すなわち，従来，精製破傷風毒素の沈降係数の価

は，研究者によりまちまちであって，Pillemerら28）

は，4．5Sであるといい，：Largier　25）は，3．9Sであ

るといい，Raynaudら29）は，6．0～7．1Sであるとい

表8 各株抗毒素血清と各株精製毒素との交差中和試験

HA　47

6114

6116

陸三

1110

PO3

007

HA　47 6114 6116 陸　三 1110 po3 P007

100 120 80 120 120 120 100

17 17 12 18 22 18 15

40 37 43 39 52 52 45

23 26 18 26 26 34 286

9 9 9 9 13 13 9

23 33 23 33 23 33 30

11 11 16 11 16 16 16

　　＊米

％偏差

±20

±29

十21－14

±31

一31

一30

一31

＊　テストトキシンを用いて検定した破傷風抗毒素（武田薬品）でt＋／10毒を作製した．

赫　偏差は当該毒素で検定した抗血清値を100とした
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い，Murphyら30）は，6．4Sであると報告レている．

本実験で，Harvard株から得た精製毒素のミ価は，

Raynaudら29）やMurphyら30）のそれに近い．ま

た，Raynaudら29）は，精製毒素をモノヨード酷酸で

処理すると，4．5Sの毒素が得られ，　KCNで処理す

ると，2．3Sのものが得られたと報告している．これ

らの研究者達の選んだ菌株，培地，培養方法，精製方

法は，いずれも異なっている．したがって，精製破傷

風毒素は，菌株，培地，・培養方法，精製方法によっ

て，いろいろなS価のものができると思われる．

　Sephadex　G－100ゲル濾過によって，破傷風毒素

の精製を行なった研究者には，1，athamら31），　Salen・

stedtら32），　Murphyら30）がいる．このうち，　Salen・

stedtら32）は，ゲル濾過だけの結果から，精製破傷風

毒素の分子量は，20万以上であろうと推論している．

本実験では，Sephadex　G－100ゲル濾過で，　Harvard

株の毒素も，野生株の毒素も，ほぼ同じフラクション

に現われるにもかかわらず，超遠沈シュリーレン像で

は，両者の間に著しい差が認められた．したがって，

Salenstedtらのように，　Sephadexゲル濾過の結果

だけから，毒素の分子量を推定することは，困難だと

思われる．

　精製毒素の安定性について，Pillemerら28）は，精

製毒素を0。Cで10日間放置すると，少ぐとも，その

50％は無毒化されたといい，Largierら33）は，0。Cに

放置すると容易にトキソイドになったと述べている．

これに反して，Murphyら30）は，4。Cで3週間放置

し，ても，トキソイド化は起らなかったと述べている．

本実験の結果は，Murphyら，の結果に近い．すなわ

ち，一20rCに保存された精製毒素は，しばしば，凍

結と融解をくり返され，実験のたび毎に，4。Cに放置

されたにもかかわらず，少くとも1年間は，毒素活性

の低下は認められなかった．．

　精製毒素をアクリルアミドゲルで電気泳動させる

と，Harvard株の毒素は，3本のバンドに分かれて

移動した．そのうち，濃い1本が，丁丁の電気泳動所

見とのつり合いから考えると，毒素によるものと思わ

れる．他株の毒素は，このHarvafd株の毒素に一致

する薄いバンドの他に，濃い別のバンドを形成した．

この濃いバンドは，Sephadexゲルで毒素と重なる非

毒素性蛋白と思われる．この蛋白は毒素と関係が深

く，毒素抗毒素反応の親和性に関係するのではないか

と考えて，さらに検討を加えた．

　元来，Yomtovら34）は，抗毒素に対して異質の毒

素あるいは親和性の異なる毒素が存在すると述べてい

る．また，Hornibrook　5）は，破傷風抗毒素は，種々

田．

の毒素との間にavidityの差があるといっている．

しかし，本実験では，種々の株の精製毒素を用いての

抗毒素との結合価では，このような事実は見出されな

かった．　これは，毒素をいくらか精製したために，

avidityの異なるものが除去されたためかも知れな

い．Largier　26）は，精製毒素の抗体産生力は，粗毒

素のそれの35％しがなかったと報告し，これは，多分

粗毒素に含まれる混在非毒素蛋白のadjuvant効果に

よるだろうと述べている．Largierのこの研究は，

毒素をある程度精製すると，抗毒素との結合価におい

て，菌株による差異が認められなかったという本実験

の結果と興感づけられているように思われる．

　したがって．本実験で得た精製毒素をテストトキシ

ンとして用い，破傷風抗毒素を検定するならば，常に

一定の力価が得られるものと思われる．

結 論

　Clostridium　tetani　Harvard　A－47株の産生する

毒素は，混在蛋白と解離しやすく，硫安分画と　Se・

phadex　G－100ゲル濾過によって容易にほとんど純

粋な7．2Sの毒素蛋白となった．その毒素活性は，

6．5x．107　MLD／mglnN，3800　Lf／mg血Nであった．

これに反し，他のすべての菌株では，毒素と混在非毒

素蛋白とは，ゲル濾過によって解離しなかった．

　電気泳動およびSephadex　Gr100カラムクロマト

グラフィーの上では，Hafvard株毒素と，他の野生

株毒素との間に，パターンの差が見出された．

　しかし，ζれら⑳分画毒素と，これらの毒素に対し

て作られた抗毒素血清との間の，ゲル内沈降反応，in

yivoでの交差中和反応，また，毒素の熱安定性にお

いて，両者の毒素の間に質的な差異を認めなかった．

　これら7株の精製毒素をテストトキシンとして，抗

血清の単位を測ると，ほぼ一定した価が得られた．し

たがって，これらの精製毒素はテストトキシンとして

有効であると思われた．また，精製毒素は十分保存に

耐える安定なものであった．

稿を終るに当り，終始御懇篤なる御指導と御校閲を賜わった西

田尚紀教授に深く感謝します。また，御指導を得た教室の桐谷和

文博士に深く感謝します。また，菌株と抗」血清の分与，ならびに

その他種々の御助言を戴いた阪大微研の米田正彦教授、富山衛研

の久保田憲太郎博士に深甚なる感謝の意を表します。
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写真説明
　図6～図12：精製毒素の超遠心像，59780rpm．

　図6：HA47，左0分，右16分，7．2S，

　図7：6114，左8分，右24分，1．6S．

　図8：6116，左16分，右32分，1．6S．

　図9：陸三，左8分目右24分，1．8S．

　図10：1110，左8分，右24分，1．7S．

　図11：PO3，左16分，右32分目1．4S．

　図12：007，左16分，右32分，1．7S．

　図7～図12：この他に約5Sの微小なやまあり．

　図13：ゲル内沈降反応，中央HA47抗毒素4倍稀

釈，周囲6個は無慮精製毒素，1，HA47，2，6114．

3，6116．4，1110．5，陸三，　6，PO3．

　図15：ディスク電気泳動，上部陽極，下部陰極，試

験管ほぼ中央が原点，1．H：A47（18400）．2．6114

（440）．　3．PO3（570）．　4．007（73）．5．6116

（1230）．6．陸三（990）．7．1110（770）．（）は

し十／10／mgmN．
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                      ･ ･ Abstract
  Purification of tetanus toxins was performed from the crude culture filtrate by

ammonium sulphate fractionation followed by Sephadex G-100 gel filtration. Chemi-

cal and immunological studies were made as to the purified toxins and antitoxins
prepared from therrI. Results obtained were as follows:

  1. Pure tetanus toxin obtained from strain Harvard A-47, with a titer of 3800

Lf/mgm N and 6.5×107 MLD!mgm N (for mice), had a sedimentation constant of
7,2 S.

  2. Partially purified tetanus toxin obtained from eight wild type strains, with a

relatively low titer of less than 330 Lf/mgmN and 5.9×104 MLD/mgmN, contained
moderate amounts of non-toxic protein.

  3. Polyacrylamide gel electrophoresis of purified toxins showed three migrated
bands in the strain Harvard A'47 and two' migrated bands in the six wild type
   .strams.
  4. However, in the toxin-antitoxin agar gel precipitation test and neutralization

test (L+), no immunological difference was detected between the toxin of strain
Harvard A-47 and those of eight wild type strains.
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