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乳酸桿菌の免疫反応に関する研究

東京歯科大学卒生物学教室（主任　米沢和一教授）
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Studies　on　Immunologica1－Reaction　of：Lactobacillus
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ABSTRACT

　　Many　investigators　have　studied　the　classi丘cation　of　lactobacilli　by　the　antigenic　characte－

ristics．　However，　it　has　not　yet　been　comprehensively　clarified．

　　The　author　studied　the　immunological　characteristics　of　28　strains　of　Genus　Lactobacillus

and　a　strain　of　Leuconostoc　rnesenteroides　by　employing　the　immune　ser琶of　7　strains　of

Lactobacillus　acidophilus，　one　strain　of　Lactobacillus　arabinosus　and　5　strains　of　Lactobacillus

bi丘dus．　The　hemagglutination　reaction　was　introduced　successively　by　the　author　into　thls

investigation　together　with　the　routine　agglutillation　reaction　and　the　complement－fixation

　　　　　feactlon．

　　The　new五ndings　obtained　by　the　author　were　as　fo110ws：

　　1）Apparent　minor　antigen　could　be　observed　between　the　tested　strains　of　Lactobacillus

acidophilus　and　those　of　Lactobacilus　bifidus．

　　2）The　same　phenomena　were　observed　between　Lactobacillus　acidophilus　and　other　species

of　the　Genus　Lactobacillus．

　　3）The　presence　of　minor　antigell　were　influenced　by　the　sensitivity　of　the　immunological

characteristics　of　the　tested　strains，　which　could　be　observed　by　agglutination　or　hemagglu－

tination　and　could　not　be　by　complement－fixation　reaction．

　　4）The　one　tested　strain　of：Leuconostoc　mesenteroides　showed　no　immunological　relation－

ship　with　other　test　organisms　as　far　as　the　author’s　study　has　gone．

1　緒言と文献の概要

　KemによるBacillus　caucasicusの発見に始まり，

B．vaginalis．　B．1）2）crassus（D6derlein），　L．　acido－

philus（Moro），　B．　bifidus（Tissier）等，数多くの乳

酸桿菌が報告されている．現在Bergey’s　manual　3）

によれば，Tribe　Lactobacillaceaeの中，炭水化物か

ら毎常乳酸を産生し，カタラーゼを証明せず，Micro－

aerophilicのものをGenus　Lactobaci11usとなし，

これをtype　speciesたるcaucasicusを初めとして，

産生乳酸の量及び旋光性，至適温度等により15菌種が

記載されている．

　　このうち，L．　acidophilusの分類については，

D6derlein桿菌及び玉食原因菌につきLash＆Kaplan

4）の糖分解能の一覧表を初めとし，長谷川5），岡本

6），石井7）等が糖分解能の点より分類を試みている

が，その成績には不一致の点が多い．血清学的には，

Lash等に始まって，　Harrison　8），　Hunt　9）＆Rettger，

Howitt　lo），　Canby　11），等が沈降反応，補体結合反応，

凝集反応につき報告しているが，免疫学的に分類する

までには至っていない．Williams　12）は凝集反応によ

り4抗原を見出し，Orland　13）は種々の乳酸桿菌を検：

幽してその抗原構造の解明を試みている．本邦におい

ては長谷川5），川畑14）1豚），春木16）等が同様の研究を
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行っているが，いずれもこれを明らかにすることが出

来ない状態である．

　乳酸桿菌のうち膣内乳酸桿菌と新生児口腔及び腸内

乳酸桿菌との関係についても，在来から膣桿菌が新生

児ロ腔に移行するのではないかという推論がなされて

いる．勝野17），J6tten　18），長谷川等は両者の生物学的

性状の類似している点よりこれを肯定し，白土等は両

者の相関関係につき殆んど否定的見解を持っている．

川畑15）はD6derlein桿菌と口腔由来乳酸桿菌との間

に生化学的には類似性があるが，抗原構造上からは一

致する点を見出せなかったと報告している．

　われわれの教室では，永年Lactobacillusの生物学

的並びに免疫学的研究を行ってきた．

　即ち，L．　acidophilusに関して小塙20）は，母子11

組の母体産道，母体ロ腔，新生児口腔，新生児腸管よ

り分離した乳酸桿菌を検討し，そのビタミン要求性に

類縁関係を認めた，又，いずれも：L，acidophilusと

同定された母子1組（3株）ではかなりの類似性を認

めた．

　田中21）はさらにこの点を追求し，上記3株及び編

窩由来のL．acidophilus　O3株の4株につきビタミ

ン，金属イオン，アミノ酸に対する態度を検討した．

即ち，各菌株の発育を支持する合成培地中のビタミン

組成を検討した結果，産道由来株，母体ロ腔由来株，

新生児ロ腔由来株は全く一致しており，Mnイオンに

対する態度及び必須アミノ酸の種類等も殆んど共通し

ていた．これらの点より母子間での乳酸桿菌の移行を

推定することが出来よう．

　なお，相場は22）L．bi飼usを免疫学的な面より検

討し，L．　acidophilusとの類縁関係を追求した結果，

共通な微少抗原のあるζとを明らかにした．

　私は，さらに多数の：L．acidophilusを集め，相互

間の免疫学的研究を行うと共に，他のLactobacillus

属との間の抗原的関係を検討したので，ここに報告す

る次第である．

　1．菌株の由来

　使用菌株は金大・谷教授より分与を受けた6株，中

L．acidophilus神戸株，　A株，　L．　bulgaricus　L　Bの

3株は乳酸菌製剤用のものであり，L，．mesenteroides．

L．fermenti＃3071，　L．　casei＃3067はBioassayに

使用したものである，東京医大・大黒教授より分与さ

れた腔由来のL．acidophilus　4株（D30，　D33，　D82，

D88），東京医歯大・大西教授より分与されたL．　aci－

dophilus　3株，（Hill　l　HiU　12，　Haてriso113A15）は

American　Type　Culture　Collection由来のものであ

る．その他東大応用微研・北原教授より分与され5株

五・供試菌について　　　　　　　　　　　　　　　／

　　　　　　（L．acidophihls控506，　L．　arabinosus（東大2），　L・

casei，　L．　plantarum＃11，：L．　brevis　L．　S．　W．431

はBioassayに使用せるものである．）日大歯学部・

白土教授より分与されたロ腔由来Lacidophilus　2

株（Z27，　Z　29），当教室保存のL．　acidophilus　4

橡，（鶴窩由来株03株，母体腔由来の7Ms株，同

口腔由来の7Mln株，及び新生児口腔由来の7K：m

株），並びに当教室の相場22）のし．bi飼us　5株（＃1，

＃7，＃8，＃22．K41）である．

　2，生物学的性状

　使用せる菌株のうち，日大歯学部，東京医大由来の

表1供試Lacidophilusの生物学的性状（当教室保存株）
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表2　供試L，acidophilusの生物学的性状（日本大学歯学部由来株）
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表3　供試Lacidophilusの生物学的性状（東京医科大学由来株）
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表4　供試Lacidophilusの生物学的性状
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もの及び当教室保存の菌株の性状は表1，表2，表

3，表4に示す通りである．

　グラム染色性，形態，鞭毛，胞子，滑膜の有無，ゲ

ラチン液化作用，インドール産生試験，硝酸塩還元作
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用，耐熱試験，溶血作用子すべてBergey’s　manua1

に示す通りであり，ブイヨン発育状態はZ27，　Z　29

株は1％糖ブイヨン（pH　7．2）18時間培養で大部分が

軽度の混濁を呈し，雲斗状沈澱を生じた．東京医大由

来株は1％ブドウ糖加肝臓ブイヨンで，東町大株は同

上ブイヨンで同様の所見を認めた．終未pHはZ27，

Z29は1％糖ブイヨン（pH　7．2）37。C　5日間で

4．4～3．8，東歯大株同上ブイヨン（pH：7．2）で4．4～

4．0を示した．

　含水炭素分解能は，基礎培地に丁丁大株はHiss血

清水を，日大株は血清ブイヨンを，東医大株はチスチ

ン加ブイヨンに糖を1％（日大株は0．5％）を加えた

ものについて検した．ラクトーゼ，マルトーゼを全株

共分解，アラピノーゼを歩歩大株非分解，東医大株は

分解，その他の糖は菌株により異なり一定していな

い．

　L．bi飼usについては形態上双枝を有し（継代によ

り消失することあり），分離培養時は偏性嫌気性であ

る．糖分解能は＃22を除き，ラクトーゼを分解し，

キシローゼ，アラピノーゼは一定していない．その他

はほぼL．acidophilusに近い性状を示している．

皿　凝　集　反　応

　1．L．　acidophilus免疫血清をもつて行う凝集反応

　（1）菌　　液

　実験に使用した乳酸桿菌は，すべて1％ブドウ糖加

肝臓ブイヨン又はサイオグリコレート培地に37。C72

時間培養するとよく発育する．しかし，これらの菌を

鏡検すると，多くの菌はレンサを形成しており，これ

を遠沈して菌を集め，凝集用とする場合は自然凝集を

起し易い．故に凝集用の菌液としては液体培養菌は不

適である．これらの菌は大量の菌を必要とする吸収試

験，赤血球凝集反応用の感作用に使用することとし

た．

　この菌は牛乳用標準寒天（北研）に37。C　3日培養

すると比較的よく発育し，これを生理食塩液に浮遊さ

せたものは自然凝集を起す傾向が少ないので，凝集反

応用には専らこの培地上に培養した菌を使用した．こ

れでもなお自然凝集を起すものは，菌液を破壊させな

い程度に超音波を作用させ（9KC，150mA，5分）1

夜氷室に保存後，大きな菌塊の自然沈下を待ち，その

上層部の平等な菌液を使用すれば凝集試験用菌液とし

ては充分満足する成績が期待される．かかる菌液を鏡

検すると多くは単独の桿菌で，その中に数個の短いレ

ンサをなす菌が混在する程度である．使用菌の菌液は

ネフロメーターで測定した標準大腸菌菌液と比較して

1mg／ccの濃度に調製した．

　（2）免疫血清の製造

　1％ブドウ糖加肝臓ブイヨンに37。C　3日間培養し

た菌を，滅菌脱脂綿にて濾過し，これを遠心沈澱し，

この沈渣を3回生理食塩液にて洗浄し，これを5mg／cc

の菌浮遊液とし，N／10　NaOHでpHを7．2に修正

し，0．5％ホルマリンを加えて抗原とした．3kg前後

の健康白色家兎の耳静脈に0．25cc，0．5cc，1．Occ，2．O

cc，4．Occ，5．Occと3～5日間隔で注射し，最終注射

後7日目に心臓穿刺により単軌液を行い凝集価1280

倍以上に達した時に採血した．なお，使用家兎は免疫

表5　使用血清の凝集価
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前に自然凝集価の40倍以下のもののみを使用した．こ

の菌の抗体産生能は甚だ強く，10回以上の免疫を行っ

ても凝集価320倍以上に達しないものがあった．使用

血清の凝集価は表5に示す通りである．このうち7種

はL．acidophilus血清で，他の1種はL．　arabinosus

血清である．

　（3）使用血清の交差凝集反応

　使用した8種の血清の交差凝集反応は表6に示す通

りである．この表に見られるように，自己と同じ凝集

価まで示したものは東大506血清においてのみ認めら

表6　L，acidophilus各免疫血清の交差凝集反応

東大506

　03
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7Km
7Mm
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大　東
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320

03

160
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40

160
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160
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東大磯目 ■一14・116・18・い56・
来　　L，arabinosus

れた過ぎない．その他の血清については僅かな類属凝

集反応が現われているに過ぎない．

　東大506血清については，Z27，東大2の2株は

自己と同一の凝集価まで凝集を示しているが，逆に

Z27，東大2の両血清に東大506株が全く凝集しない

ので，この凝集はunilatefalの関係である．この血

清をZ27，又は東大2の両株で吸収しても東大506

血清の凝集価が僅かに低下するに過ぎない．このこと

は東大506株は特異の抗原を有し，Z27，東大2との

共通抗原は単にminor　antigenに過ぎないことを示

す．

　03血清は特異性が高く，Z27，　Z　29株を僅かに凝

集するに過ぎない．但し，逆にZ27，Z29血清にも

凝集するし，このうちのいずれか一方の菌で吸収す

ると，共通抗原が除去される．この三者にはMinOf

antigenの共通抗原のあることがわかる．

　7Ms血清は凝集価が低いにも拘らす，比較的多く

の類属凝集を示すものが多く，このうち2株は交差反

応が成立する．故に7Ms，7Km，7Mmの3株には

共通抗原を有することが認められる．しかし，7Ms，

7K：m，7Mm共に自己菌に特異の抗原を有する，

　Z27，　Z　29及び東大2の3菌株も，それぞれ特異

の抗原を有する外に，お互いにMinor　antigenの共

通抗原を有する．

　以上のことを要約すれば，使用した8菌株に同一の

抗原のものはなく，それぞれ独特の特異抗原を有す

る．unilateral　agglutinationを一先ず除いて，Cola－

teral　ag91utinationのみを共通抗原とし，これをa．

b．c．……で表わし，特異抗原を1，皿，皿……で表わ

すとすれば，使用した菌の抗原構造は次の如く表わす

ことが出来る．

東大506

03

7Ms
7Kln

7Mm
Z27
Z29
東大2

1

皿

皿

IV

V

a，b・・・・・・…

C・幽●・・・…

C・・。・・。・・

　しかしこのうち東大2は　　　　　　　　でなく

工．arabinosusであるので，　L．　acidophilusと同じく

主抗原を皿で表わすことが適当であるかどうかは，今

後L，arabinosusを多数集めて免疫学的に検討しなけ

れば判らない．ここでは一応一連番号皿をもつて表わ

すことになる，

　（4）L．acidophilus免疫血清をもつてする各菌株

の凝集反応

　a）L．acidophilusの凝集反応

　前述のL．acidophilus免疫血清7種，　L・arabinosus

免疫血清1種を用いて各方面より分与を受けたL，．

C・・一・・…

a，d・・・・・・…

b，d・・・・・・…

d・・・・・・…

　1，．acidophilus
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acidophilus　10株，　L．　bi五dus，5株，その他のLacto・

bacillus　5株及び同じしactobacillaceaeの他の族に

属するエeuconostoc　mesenteroides　l株合計21株の

凝集反応を行った．抗原の製法及び凝集反応術式は前

実験と同様である．その成績は表7の通りである．

　この表7の成績に見られるように，検査に供した各

表7　L．acidophilus血清の各種菌に対する凝集反応

＼：こぐ…血目　清

抗　愉薩愈
　　　　　　　　　　　　　　　＼

塁

蚤

9
署

『

D30
D33
D82
D88
Hi11　1

Hi1112

Harrison　3A　15

神　戸

A

L．bulgaficus：LB

L．fermenti＃3071

L．Plantarum＃　11

L．previs：LSW　431

L．casei＃3067

L．casei東大

鈴

ヨ

輩

員

＃　1

＃　7

尋　8

＃10

惇22

K41

Leuconostoc　mesenteroides

L．acidoph至lus

東大
506

320

80

160

80

03

2560

80

80

320

80

160

320

80

■

160

80

160

80

80

160

■一

7M
160

80

7Km
640

160

80

160

80

80

7Mm
640

80

Z27

2560

160

80

320

80

320

320

320

160

160

160

卜

Z29

1280

160

80

80

80

80

※東
大
　2

2560

80

160

320

320

160

160

1一

※・・…・L．arabinosus

菌は，使用血清の凝集価まで凝集を示したものは殆ん

どなかつた．即ち：L．acidophilusの中にも，免疫血

清製造に使用した菌株と同一抗原構造のものは認めら

れなかつた．川畑14）15）は膣内より分離した乳酸桿菌

について凝集反応によつて抗原分析を行い，工～田型

に分類している．しかも同一菌群に属するものが数株

ずつ分離されている．又春木16）は編食，腔及び腸管

由来の乳酸桿菌を，沈降反応をもつて分析を行い，膣

及び腸管由来の乳酸桿菌は菌株特異性が強いが，騙食

由来の乳酸桿菌は抗原的に2群に分けられると述べて

いる．

筆者の実験によれば，L．　acidophilus　16昧のうち，

血清学的に同一菌型に属するものが1株も認められな

かつた．これは検査菌数が少ないためでもあるが，最

も大きな原因は分離した場所が異なるためであると思

われる．同一集団のもの，又は同一流行における場合

の菌群が，同一であることは膣内細菌においては，

Shigella，　Salmonellaの如き病原菌でも，　Escherichia

coliのような非病原菌でも，すでに多くの研究者によ

つて報告されているところである．故に川畑，春木等

によつて報告された乳酸桿菌は，同一病院内又は同一

系の感染例より分離されたものが含まれていたもので
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はなかろうか．

　検査したL．acidophilus株の中には，同一菌型に

属する菌はなかったが，類属凝集反応を起すものは少

なくなった．東大506血清についてはHiu　1，：Hi1112

及び神戸の3株が類属凝集を起したが，Hill　12菌で吸

収すればいずれも類属凝集は消失したので，この共通

抗原は単一のものと思われる．03血清には7株の菌

が凝集したが，吸収試験を行った結果，少なくとも2

つの共通抗原があることがわかった．7Ms，7K：m，

7Mmの3血清は類属凝集が甚だ少なく，これと共通

抗原を有するものはD30の1株のみであった．又

Z27，　Z　29血清に対する類属凝集は全く同じ態度で

あった．又L．arabinosus東大2の血清も殆んど類属

凝集を示さず，ただD33のみが弱度に凝集したに過

ぎなかった．Harrison　3　A　15及びL．　bulgaricusは

いずれの血清とも類属凝集反応を起さなかった．

　以上の成績より検査したL．acidophilus　9株の共

通抗原を示せば次のようになる．

　　L．acidophilus

D30
D33
D82
D88
Hill　l

Hill　12

Harrison　3　A　i5

神戸

A

f，9，h，　i

f，I

f，j，　k

f，j，　k

e，f

e，f

e，f

j，k

　（5）L．bi飼usの凝集反応

　7つの　L．acidophilusの免疫血清をもつてL．

bi且dus　6株の凝集反応を行った，本菌はすべて当教

室保存菌株で，その凝集反応についてはすでに相場

22）が報告している．

　東大506血清には＃1，辞7及び＃io株が類属凝

集反応を起したが，これらはし．acidoPhilus　Hi111

で吸収すると吸収し尽されるので，これと同じ共通抗

原であろう思われる．

　03血清に対しては拝1，＃7の2株が凝集を示し

たが相互吸収によって＃1はし．acidophilus　B：i111

と同一共通抗原を有し，＃7はし．acidophilus　Hill　12

と同一共通抗原を有することが明らかにされた．又

7K：m血清には＃1，＃7及び＃10株が凝集された

が，これらの類属凝集もL．acidophilus　D　30の吸収

で除かれるので，同一抗原であろうと考えられる．

z27血清には上記のLbi丘dus　6株のうち，5株が

類属凝集を示し，Z27株はL．　bi且dusと普遍性の共

通抗原を有することを示している．しかしこの共通抗

原も，吸収試験の結果はZ27とD82との間の共通

抗原と同一のものであることが明らかにされた．

　L．arabinosus東大2血清にも＃1，＃7，＃10の

3株が凝集した．しかしこの菌の共通抗原は　L．

acidophilus　D　33株で吸収しても吸収し尽されない

ので，異なった抗原であろうと思われる．

　その外，7Ms，7Mln及びZ29の各血清にはいず

れの菌も凝集しないので，共通抗原はない．

　以上のように，免疫に使用したL．acidophilus株

と，L．　bi丘dus株との間には主抗原の共通なものは認

められなかった．しかし共通抗原は：K4工以外の5株

に認められた．しかもこれらの菌に認められた大部

分の共通抗原は，他のLacidophilus株のminor

antigenとして持っているものと同一であった．　L．

b茄dus株のMinor　antigenを前述のL．　acidophilus

株のMinor　antigenと同様の方法で記載すると次の

ようになる．

＃1

＃7

控8

葬10

＃22

K41

e，　f，　11，　j，　1，

e，f，　h，」，1

j，

e，h，　j

j，e

　このように：L．bi五dusの菌株によっては，＃1の

ようにL．acidophilusと種々の共通抗原を有するも

のと，＃i4のように全く共通抗原を存しないものが

ある．このような多くの種：類のMinor　antigenは菌

株に特有なものか，菌型に特有なものか，文診断的意

義があるものかどうかの決定は今後多くの菌株を集め

て検討しなければな’らないであろう．

　（6）その他のLactobacillus属の凝集反応

　Lacidophilus，：L．　bi飼us以外の乳酸桿菌として

はし．fermenti，：L．　plantarum，　L．　brevisの各1株，

L．casei　2株，合計5株を使用した，このうち，：L．

plantarum＃1iのように，　L．　acidophilus免疫血清

の多くのものと類属凝集反応を示すものと，L．　casei

＃3067，L．　casei東大のように全く類属凝集反応を起

さないものとがあろ．これを：L．bi丘dusにおいて行

ったと同様な方法で類属反応に関与した抗原を解析す

ると次のようになる．

　　　L．bulgaricus　　　　　　　　　　　　。
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L．fermenti＃3071

L．Plantarum惇11

L．brevis　L．　S．　W．431

L．casei　＃　3067

L．casei東大

j

e，h，j，k，1

k，1

●

　以上のように検査した乳酸桿菌は免疫に使用した

L．acidophilusと主抗原の一致するものは全く認めら

れないが，Minor　antigen・の共通するものがあって類

属凝集を起すことが判明した．なお・Lactobacillaceae

に属し，Lactobacillus　と族の異なる　Leuconostoc

mesentefoidesは『1株ではあるが，検査してみると

Lactobacillus　acidophilusとは全く抗原構造が異な

ることを知った．

　2．Lbi飼us免疫血清をもつて行う凝集反応

　（1）使用菌液及び免疫血清製造法

　L．bi丘dusは概してL．　acidophilusよりも発育が

良くないが，2％ブドウ糖及び0．1％チスチン，0．02

％グルコサミン加肝エキス中性寒天に37。C　48時間培

養せる菌液を塗布，37。C　72時間黄燐1燃焼法により嫌

気培養し，これを二品して遠心沈澱し，沈渣を生理食

塩液にて3回洗浄し10mg／ccの菌液とした．この菌

液は自然凝集を起し易いので超音波をかけ1夜氷室に

おき平等に混濁した上層をとり1mg／ccの濃度の菌

液として凝集反応を行った．使用菌液のpHを7．2に

修正することによって使用可能の平等な菌液を得るこ

とが出来る．

　血清の製造方法は1，．acidophilusの場合と同様で

あるが，凝集素の高い血清を得ることは困難であっ

た．：L．bi飴us血清は当教室において相場の使用した

ものと同一のものであった．

　（2）使用血清の交差凝集反応

　L．bi盟usの＃1，辞8，＃10，葬22及びK：41の

各家兎免疫血清を用いて交差凝集反応を試みた成績は

表8の通りである．これを相場の方法に従って，L．

表8　：L．bifidus使用血清の交差凝集反応

＃　1

＃　8

＃　10

＃　22

K41

＃　1

十

十

十

＃　8

帯

十

冊

＃1。［＃22

冊

十

柵

柵

K41

bi丘dusの＃1，＃8，＃10，諄22及びK：41の血清

に凝集する抗原をそれぞれa，b，　c，　d及びfとすれば

各菌の抗原は次のように表わされる．

＃1

＃8

＃10

＃22

K41

a，b，　c，　d，　f……

b，c，　dジ・。・。・……

c，d・・・・・・・・・・・・・・…

a，b，　d，　f・・・・…　。・

f…………・……・・

　この抗原構造は相場のそれと必ずしも一致しない

が，これは各共通抗原のMinor　antigenの発育が培

養によって産生される割合が異なるためか，又は抗体

産生能が家兎によって必ずしも一致しないためかも知

れない．いずれにしても，使用したL．bi飼us株間

では類属凝集反応が著明であることが判る．

　（3）Lacidophilusを用いての凝集反応

　L．acidophilusの各菌株はLbi丘dus血清には殆

んど凝集しないが，ただ＃22血清には旧株の菌株が

凝集するに過ぎない．即ち，この成績から見ると，

L．acidophilusとL．　bi且dus間には著明な共通抗原が

認められない．ところが前述のようにL．acidophilus

の免疫血清には：L．bi飼usのあるものは凝集を起し，

共通抗原のあることをうかがわせる．しかしこのよう

なunilateraiの凝集反応を示す抗原はminor　antigen

（微少抗原）であって，診断的には余り意義のないも

のであろう．

　以上のことから，L．　bi6dusとL．　acidophilusの

間には筆者の実験を行った範囲においては余り重要な

共通抗原はないものと思われる．

　（4）その他のLactobacillus属との凝集反応

　L．acidophilus免疫血清を用いて行ったと同様，他

の：Lactobacillus属をもつてL．　bi且dus血清に対す

る凝集反応を行った成績は表9の通りである．この表

9に見られるようにL．casei＃3067のみが，　L．

bi飼us＃22血清に凝集を示したに過ぎなかった．故
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表9　L．bi飼us血清の各菌株に対する凝集反応

＼ミ瓜＿清
抗　原；擁ミ

撃

雪

9
署

『

臼

東

03

7　Ms

7　Km
7　Mm
Z

Z

D
D
D
D

大　560

Hill

Hill

Harrison　3A　15

神　戸

A

27

29

30

33

82

88

　1
　12

：L．bulgaricus　LB

I，．arabinosus

L．fermenti酵3071

1，．Plantarum＃　11

L．brevis　L．　W　431

1，．　casei　＃　3067

Lcasei東大

L．bi丘dus

＃　1

320

＃　8

160

＃　10

640

80

＃　22

160

80

80

160

160

160

K41
320

Leuconostoc　mesnteroides 一ト
にLbi五dusとこれらのLactobaci11us属との間に

は重要な共通抗原がないものと思われる．又Leuco・

nostoc　mesenteroides　lこついても同様の実験を行っ

たが，■．bi飼usとは共通抗原が認められなかった．

　以上のことかち，Lacidophilus以外の種々の

Lactobacillus属，との間には殆んど共通抗原がないと

いい得る．

】：V補体結合反応

L．acidophilusは自然凝集反応を起し普通の方法で

は凝集反応を行い難いので既に古くより補体結合反応

で抗原構造の分析が試みられた7）9）16）18）．しかしあ

るものは特異性が高いと述べ，あるものはこの方法に

よっては菌型分類が困難であると報告している．

　筆者も前述の凝集反応に用いた免疫血清と菌株とを

もって補体結合反応を行った．その成績は表10，11

の通りである．

　1，実験方法

　抗原としては次の菌液を使用した．牛乳用標準寒天

（北研）37。C　72時間培養した菌を，生理食塩水にて3

回遠沈洗浄し，1mg／ccの菌浮遊液を作る．この菌液

を逓減稀釈して抗補体作用を検査すると，多くの菌は

0．5mg／ccの菌液でその作用が認められなかった．故

に抗原には腸内細菌の補体結合反応の二場合と同じく

23）24）0．25mg／ccの菌液を使用することにした．補
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表ユOL．　acidophilusの補体結合反応1（※L．　afabinosus）

血 清

東大506

　03
7　Ms

7　Km
7　Mm
Z　27

Z　29

東大　2米

東大　506

20　40　80

H　　k　L

k　L　L
L　　L　　L

k　L　L
k　L　L
k　L　L
L　L　L

K　　L　　L

対照

L

03

20　40　80

L

H
：L

k

k

k

L

L　L
k　k

L　L
L　L
L　L
L　L
L　L

L　　L　L

対照

L

7Ms
2。4。8。1対照

k　L　L
K　　L　L

K　　k　k

k　：K　L

L　　L　　：L

：L　L　　L

L　L　L

L　L　L

L

抗
体
対
照

L
L
L
L

L

L

L

L

〔註〕　H……非溶血　　K……わずかに溶血　　k……大部分溶血　　L……完全溶血

表11L．　acidophilusの補体結合反応　11

血　　清

東大506

　03
7　Ms

7　Km
7　Mm
Z　27

Z　29

東大2来

7　Km

20　40　80

k

L

L

K
L
k

L

：L

L
L
k

L
L
L

L
：L

：L

L

L
L
L

L　　L　　L

対
照

L

7　Mm

20　40　80

L
L
L
k

K
k

L

L

L
L
L
k

L
L

L

L
L

L
L
：L

L

L　　L　L

対
照

L

Z　27

20　40　80

L
L
k

k

L

H
L

：L　L

：L　L

L　L
：L　L

L　L
K　　k

L　L

L　　L　L

対
照

L

Z　29

20　40　80

k　L　L
L　　L　　L

L　　L　　L

k　L　　L

k　L　L
k　　k　L

H：　K　　k

k　L　L

対
照

L

東大　2来

20　40　80

L　L　：L

L　L　　L

L　L　　L

k　L　L
k　L　L
L　L　：L

L　L　　L

且　H　K

対
照

L

※Larabinosus

体は2単位を用いた．血清を逓減稀釈し，小試験管に

0．25cc分注し，これに補体0．25cc（2単位），抗原

0．25ccを加え4。Cで3時間結合させ，これを37。C

の水槽に15分間保ち，さらに溶血系0．25ccを加え

37。C　2時間作用後判定する．

　2．実験成績一

　上述の方法で行った実験成績は表10及び表11であ

る．この表に見られるように，homolo9の菌と血清

との間には，溶血阻止作用が比較的よく現われている

が，その陽性度は甚だ低く，凝集反応の凝集価とは必

ずしも平行しない．他の菌に対して僅かな類属反応を

示すものがあったが，この成績も凝集反応における類

属凝集反応の成績に一致しないものがあった．しか

しこの方法は凝集反応より甚だしく感度が低いが，

homologの菌を鑑別することは出来る．しかし一般

に補体結合反応の成績を比較する場合は，同じ補体同

じ溶血系を使用した時のみ可能であって，異なるもの

を用いた時には比較し得ない不便がある．故に菌型を

抗原的に分類する場合に他により良い方法がない時に

のみこの方法が採用さるべきものと思う．

V血球凝集反応
　細菌と赤血球とを混合すると凝集を起すことは半世

紀以上も前にK：raus＆：Ludwing　25）により報告され

たところである．しかしこのような，いわゆる直接赤

血球凝集反応は特異な抗原・抗体反応ではなく，菌の
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抗原分析には余り役立たないものであった．K：eogh

26）等が新しく発見した，いわゆる間接血球凝集反応

とは，抗原が赤血球に吸着され，これと免疫血清との

間に起る凝集反応であり，かつ菌体一三反応と同じ意

味を有するので抗原分析に広く応用されるようにな

り，現在までに各種の細菌についてこの方法が行われ

て来た27）．

　相場22）は：L．bi丘dusについての血球凝集反応を行

い，この菌の抗原分折には一体凝集反応と共に利用出

来ると述べている．

　筆者はLacidophilusについて血球凝集反応を行

い，菌体凝集反応との関係を明らかにしょうと試み

た．

　1．実験材料及び実験方法

　1％ブドウ糖加肝臓ブイヨンに培養した菌を用いて

10mg／ccの菌液とする．この菌液のpHを7．2に修

正して100。C　1時間加熱する．この際pH：が酸性に

傾いていると抗原の抽出が悪い。その遠沈上澄を感作

用抗原とする．

　赤血球は山羊の赤血球を用いる．脱繊維素血液を3

回生理食塩液で洗浄する．抗原抽出液4ccに赤血球

0．1cc加え，2．5％の赤血球浮遊液とし，37。Cで1時

間感作し，次いでこれを生理食塩液で洗浄する．使用

する赤血球濃度は，赤痢についての村島28）の実験に

従って0．5％とした．

　小試験管に逓減稀釈血清0．5cc，感作血球0．5ccを

入れよく振盈し37。C　2時間作用後1夜氷室に保存し

て判定する．

　2．実験成績

　表12に示すように，菌体凝集反応と血球凝集反応の

成績は必ずしも平行しない．

表12L．　acidophilusの菌体凝集反応

　　　と血球凝集反応の比較

東大506

　03
7　Ms

7　Km

7　Mm
Z　27

Z　29

菌体凝集反応

320

2560

160

640

640

2560

1280

血球凝集反応

160

1280

320

1280

　80

640

160

東大2判256・ 160

※L．arabinOSUS

　7Kmのように菌体凝集価より高い力価を示すもの

があったが，多くはむしろ低い力価を示した．殊に

Z29，東大2の両血清においては，著しく低い力価で

あった．これは加熱により抗原抽出が困難であるため

か，又は抽出抗原が赤血球に吸着し難いからであろう

が，その原因については今後の研究にまたなければな

らない．

表13各菌株に対するL．acidophilus血清の血球凝集反応（※L．　arabinosus）

∵濃ミ

聲

石

9
署

『

東大506

　03
7　Ms

7　Km

7　Mm
Z　27

Z　29

東大
506

160

40

40

40

80

80

03

　40

五250

80

80

7　Ms

320

40

40

7　Km

160

1280

320

7　Mm

40

80

80

Z　27

80

40

640

80

Z　29

40

40

40

40

80

320

　※
東　大

　2

80

40

La「abinoa214・1一 ■　一1 320 8・il　32・

望

凄

三

下

＃　1

＃　7

＃　10

＃　22

K41

80［

401
40

40

40

40

40

40

40

40

320

40

320

320

80

■
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　次にL．acidophilus血清の各菌株に対する赤血球

凝集反応を行ったが，その成績は表13の通りである．

本表で見られるように，．菌体凝集反応で陽性を示した

菌は大部分の菌において血球凝集反応でも陽性を示

した．又L．acidophilus東大506血清と，同じく

L．acidophilus　Z　27，　Z　29の両株におけるように，

菌体凝集反応ではunilatera1の関係にあったが，赤

血球凝集反応においてはZ27，　Z　29血清が東大506

株を凝集することが明らかになったので，これらの菌

及び血清の間では相互凝集反応を呈し，お互いに共通

抗原のあることが確立された．

VI考
　乳酸桿菌の血清学的研究では，Lash　4）等の研究以

来凝集反応，沈降反応，補体結合反応等種々の免疫反

応を用いて行われて来たが6）7）29），系統的分類は成

功しなかった．その後Wi11ialns　12）30）は口腔内乳酸

桿菌について凝集反応及び吸収記載によりA，B，　C，　D

の4抗原を発見した，次いでOrland　13）は乳酸桿菌の

中にはWilliamsの抗原以外に，さらにF，　G，　H，1

の4抗原があることを報告した．

　乳酸桿菌の凝集反応による抗原分折は，これらの菌

が自然凝集を起し易いことと，健康家兎血清中には正

常凝集素が存在することのために30）31），種々の障害

を示していた．しかし適当な方法と充分な注意を払う

ならば凝集反応による抗原分析が出来るであろう．

　春木16）は．：L・acidophilusの凝集反応は類属反応

が強く，特異性がないためむしろ類属反応の少ない沈

降反応の方が抗原分析に適していると述べている．又

相場は22），L．　bi且dusについて凝集反応を行い，二二

株間の類縁関係を明らかにしている．又川畑は15），

L．acidophilusについて凝集反応と沈降反応を比較検

討して，前者は後者よりも鋭敏度が高く，後者で検出

出来ないMinor　antigen（微少抗原）も検出出来るの

で，抗原分析はむしろ凝集反応を推奨している．

　筆者は，各所で分離されたL．acidophilus　7株の

免疫血清と同じ属に属するL．arabinosus　1株の免疫

血清を用いて，お互いの交差凝集反応を行ったとこ

ろ，使用菌株は，各株が特異抗原を有する外にお互い

に複雑な共通抗原を有することが明らかにされた．こ

按

のことについては，既にWeiss＆Rettger　32），　Canby

＆Bernier　11）等も多数の乳酸桿菌について指摘してい

るところである，しかもL．acidophilusのみならず

その近縁の種々のLactobacillus属間においても，多〆

少の差こそあれ，共通抗原のあることが明らかにさ

れた．しかし，Lactobaci11usとは異なったStrepto・

coccaceae族に属するLeuconostoc属は使用した8血

清のいずれにも凝集しなかった．使用した菌が僅か1

株に過ぎないので，確実なことがいえないが，このこ

とをもって他を類推することが出来るとするならば，

分類学上興味ある問題である．

　：Keogh＆Ludwig　23》が初めて百日咳菌抽出抗原を

赤血球に吸着させ，これをもって行ういわゆる間接

血球凝集反応は，その後Middlebrook　33）により結核

の抗体証明に応用されて以来，多くの研究者によって

種4の菌についてこの方法が応用されるようになっ

た34）．L．　acidophilusについては，西沢85）等がこの

方法を用いて本菌の分類を行い満足すべき成績が得ら

れたと記載している．又相場22）は，L．　bi丘dusの抗

原構造の分析に、この方法を応用している．

　筆者も赤血球凝集反応をもつて23）一40）L，acido－

philusの抗原分析を行い，多少の差異はあったが，

菌体凝集反応とほぼ同様の成績を得た．この方法は菌

体抽出抗原を使用するので，Lactobacillusのように

自然凝集を起しやすい菌については，推奨さるべき方

法であろう．

毎

顎　総括及び結論

　筆者は本論文において，まず，L．　acidophilusの免

疫学的研究を行い，次いで　L・acidophilusと他の

：Lactobaci11us属の菌種との抗原関係を検討し，次の

ような成績を得た．

　1）本実験に用いた菌株は，いずれも　Bergey’s

manua1の記載に準じた生物学的性状を示す．しか

し，標準菌株以外のものについて，特に糖分解性状に

おいてかなり異なった成績を示しているが，これは検

査方法，その他，各菌の由来がそれぞれ異なるからで

あろう．この点はMor皿，　Ku11＆Rettger岡本，石井
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等報告者により，その成績がまちまちである点からも

うなずける．

　2）L．acidophilus　7株と，　L．　arabinosus　1株をも

つて免疫した家兎血清を用い，交差凝集反応を行った

ところ，各菌はそれぞれ主抗原を有すると共に相互に

共通な多数の副抗原たるMinor　antigenを有するこ

とを明らかにした．又Lafabinosusと共通抗原を有

する菌株があった．

　3）L．bi丘dus及びその他のLactobaci11us属との

間の抗原関係を見んとして凝集反応を行い，これらの

菌とL．acidophilusとの間に共通抗原を有すること

を明らかにした．しかしL，acidophilusの中には他

のLactoba6illus属と全く共通抗原をもたぬ菌株のあ

ることを知った，かつ族を異にするLeuconostoc属

とは全く共通抗原が認められなかった．

　4）Lbi丘dus免疫血清を用いてL・acidophilus及

び他のLactobacillus属の三体凝集を行ってみたとこ

ろ，ある菌株は類属反応を示すものがあったが，殆ん

ど多数のものは凝集を示さなかった．

5）L．acidophilusを用いて補体結合反応を行った

ところ，主抗原を有する菌は陽性成績を示すが，共通

抗原を有するものは鑑別することが困難であった．

　6）L・acidophilus免疫皿清を用いて血球凝集反応

を行ってみるに，その凝集価は菌体凝集反応のそれと

必ずしも一致していないが，ほぼ同様な成績が得られ

た．

　以上筆者のL．acidophi1鵬を中心とするLacto－

baci11us属の免疫学的研究によって，凝集反応並びに

赤血球凝集反応上L．acidophilus菌株間には複雑な

共通抗原があるが，補体結合反応によれば発見が難し

いことなど，二三の重要な知見を得た．又L．acido・

philusとL．　bi5dusとの抗原関係についても種々追

究した．
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