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序

昭和4 5年11月 スモ ン調査研究協議会研究報告書第1集を発刊してから約

半ク主，臨床，病原，病理の各班の研究報告書を相次いで刊行するK至ヲたと

とは，会の世話役として大変喜ばしいととである。

さて昭和4 5年度は「スモ ンの病因と治療K関する特別研究J vc対し，厚生

科学特別研究費5,0 0 0万円が認められ，引続きその研 究が謂査研究協議会K

委託された。

調査研究協議会の研究方針は，原因不明疾患の研究の常道Kよってmulti

disciplinary の原則に従い，可能左限り，また考え得る限り各方面から，

それぞれの専門家の手Kよって，アプロ ー テを試みたわけである。

従 って研究珪員の数も，昭和4 4年度の分K対し，2 3名が新たK追加され，

総計6 4名と左 った。

これら研究班員各位の問題解決陀対する熱意と努力の結果として， スモ ンの

病因究明K対する多くの有力左手掛りが，昭和4 5年度の研究から生れてきた。

との網Kかかった最も大き左魚はキノホルムであるといえよう。とくK，調査

研究協議会の研究成果に基いて，昭和4 5年9月8日キノホノレム発売中止の処

置が，政府によって行われてから スモ ン患者の発生が激波をみたととは特筆し

左〈ては左ら左い。

もと より現時点K沿いてはキノホノレムを原因と断定するのは時期尚早ではあ

るが、 スモ ン発症K対する影響はもはや何人も否定でき左いと思われる。しか

しななウイノレ ス ， マ イコプラズマ，腸内細菌左どの微生物因子や農薬の影響 左

どKも考慮を払いつつ研究を推進し 左くては左 ら左い。

病因研究の華々しさK対比して，治療研究の成果が少左いのは遺憾であるが，

事の性質上止むを得左い面がある。しかし，少しづっではあるが，地道 左努

力が治療やレハピリテーシヨンの改善K払われ，成果が現われつつある。
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ら3カ月以内は高いECHO 21 型ウイル スに対する補体要求性中和坑体を血清中に ，あるい は髄液

中に証明す ることができるo

3）本症患者の同一症例から1カ年以上にわたり数回採血した1 6例の血清につい て，補体要求性中和

抗体を測定してみると，神経症状の再燃時には補体要求性 中和抗体が著明に上昇してい るo

4) SMON流行地（割｜｜路，室蘭，呉），非流行地（防府，山口，門司，久留米，大村，宮崎，日南〉

の健康人血清1 8 0 0例をほY同時期に集め，ECH021型ウイルスに対する中和抗体保有状況を

調査したが，本症の流行地は非流行地に比して抗体保有率が高い。

5）最近．わが国住民のECH021型ウイルスに対する中和抗 体保有率か渇くなってきつつある。 例

えば，九州地方では1 9 6 4年には4 0～4 4婦 であ ったも の が，1 9 7 0年には6 0～ 7 0 婦とな

り6年間で2 0～26%も抗体保有率の上昇がみられる。

本論文では ，ECHO 2 1型ウイルス粒子と神経組織 との聞に共通抗原 が存在すること。 ECHO 21

型ウイルスに対して高い抗体価を維持させることにより ，サルに SMON様症状をおこさせる ことに成

功したの で，これらの 成績につい てのべた。

Ir 実験材料及び方法

モノレモツト：アレルギ ー 性脳炎を起す に適当なモパモ ツトとして白黒茶ブチの もの を特に用意した。

サル：ブタオザル及び日本ザルを用いた。

ECH021型ウイルス：prototyp eであるFarina株を用い たo

神経組織：ヒト及びカニクイザルの神経組織を用いた。

中和抗体価，補体要求性中和抗 体価の測定：既報の 方法に準じて行ったD

(JOXJ.l)

共通抗原を検索する手技：i n vitro cell migration inhibi tion tes t及び

ECH021型ウイルス免疫血清中の抗体が神経組織乳剤に吸着するか否かを調べる方法によった。

E 実験成績

a〕 ECH021 型ウイルスと神経組織との問に存在する共通抗原：

サルを用いてECH Oウイルス各型の抗血清を作製する仕事が， わが国でも米国でも 行な われたが，

このECH021型ウイル スはい ずれも最も抗体価の低い抗血清 しか得ることができていない 。 また ，

ECHO 2 1型ウイルス髄膜炎患者 におい て，ウイノレスが髄液から分離されて いるにも かか わらず，抗

体価の上昇が認められ なかったとl、う報告も2～3 ;z..ることができる。 これ は ，E CH021型ウイル

ス粒子構成成分と生体組織の あるもの とが類似の抗原性を示しているために，よ い抗原とはなりえない

のではないかと想像される。 そこで，もし，この ようなウイルスに対して抗体が高力価に 生体内にでき

たとすると，その抗体は自己の特定の組織を障害する抗体ともなると考えられる。

ヒトの神経由質組織 と完全アジユパントを混合して モノレモツトの皮内に注射すると，約2週間後にア
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むしろ従来問題にならな か ったも のが最近問題になったことは，キノホ Jレムの副作用を増加させ て

いる生体側にこそ問題があるとも考えられる。すでに本邦におけるECH021型ウイルスの漫淫は

近年，特に広範囲にし か も高度にな っており，このウイルスに対する補体要求性抗体は脊髄及び交感

神経の神経由貿ことにミエリンに 対する抗体となることを細胞性免疫と体液性免疫の両面から指摘した。

今までの研究を総括する意味でE CHO 21型ウイノレスのS MONにおける役割をまとめてみよう。

ECHOヨl型ウイルスの初感染は多くの場合，幼児期か らみられ，他の腸管系ウイノレスに比して

感染率は低いカろ邑半数の人は3 0才までにこのウイルスの洗礼をうける。この際，多くの人は不顕性

感染に終わり ，なんら発病することなく，ECHO 2 1型ウイルスに 対する抗体を獲得するD 少数の

人は，このウイルスによってウイルス性髄膜炎を起こす 人もある。

しかし，い ずれの場合でも抗体産生がみられるo 長い年月がたち，この幼児が次第に成長するにつ

れ ，抗体価は低下してくる。この時，再感 染を うける と多くの人はb oo st e r効果で抗体が再び上

昇して不顕性感染に終わるが，特定の人は体内に残ってい た抗体がウイルス増殖を許す程度であり，

しか も増殖し たウイルスとは完全に結合せず持続感染のような型をとった 時，S MONとい う 病像を

形成するものと考え たい。

この再感染によって出現した持続感染は高い補体要求性中和抗体を出現させ，この抗体はE CHO 

2 1型ウイルスに対する抗体であるが，一方，自己の神経組織の特定部分に対する抗体ともなり，こ

の抗体は補体の関与によって特定の神経組織を障害する D この障害はいわゆるtype2のa Ilergic 

reactionによるものであろう。

腹部神経を 障害すれば腹部症状を呈し，激烈なる腹痛，下痢となり，腸管占膜の病理変化をもたら

し，腸管より のビタミン吸収阻害 に働けば神経病変の修飾をもたら すことも考 えられるし，又異常吸

収が増加すれば，キノホノレムの吸収が増加する ことも考えられる。脊髄神経の障害は神経症状を呈し ，

変性 神経組織はさら に抗原となり，自己免疫機序によって脊髄神経の障害を修飾し，さ らに は視神経

の脱髄をもたらし，視神経障害にまで進展するものと考えたい。

-7



   

 

 

 

 

 

 

 

  
 

  

 



V 結 論

ECHO 2 I型ウイルス粒子と神経組織ことにミエリン画分に共通抗原の存在を体液性免疫と細胞性

免疫 の両面から指摘することができた。 ゆえに ，ECH021型ウイルスに対して高い抗体が出現す る

ことは自己の神経組織，特にミエリソを障害する抗体となると考えられる。

サノレ にECHO 2 I型ウイルスとアジユバントを注射し，高い補体要求性抗体を長く持続させること

によ り，下肢の知覚障害を伴った麻揮を起すことに 成功した。叉，こ の発症したサルの血清 にみられた

抗体像はSMO N患者にみら れ?.i血清学的特長と 一致した。

SMO Nにおけ るECH021型ウイルスの役割に ついて今迄の研究成果をまとめ ，発病機序につ い

ての考察を行ったo
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型Fari na P- 1 0株，細胞は F L細胞H S 株であるつ培養液は久留米大処方によるF L 細胞H S株のた

めの組織培養液（増殖用と して 1 0 %仔牛血清加Melnick-Ha出s液，維持用として重曹を除いた1

弼スキムミルク加Melnick-Ea rl e 液〉を使用した。

補体要求性中和抗 体の担！｜定法も大略久留米大の方法〔血清0.4 mtを4倍希釈し5 6 ℃ 3 0分非動化後，

4 倍段階で 1 0 2 4 倍ま で希釈し，各蔚昔希釈液を o. 5111.£づっ2本の tubeに分注し〈原法では 0.6mt 

づっ分注とあるが， 1. 2 m_eから 0.6111.tづっ2本はとれない〉 一 列を対照列．一列を椅体例とし，対照測

にはMg－＋十 食塩水 0. 2 5 me （原法では 0. 3 me ）を各 tube に加え，補体列にはあらかじめ nonspecifie

inh i bi tor の含まれていないこと を確めた新鮮モノレモツト血清を 1 0 倍にMg＊ 食塩水てて希釈したも

のを�－ 2 5 me （原 法で rt 0. 3 me ）加えるD 更にウイルス被 C o. 1 m.eに 20 OT CD�0 ウイルス含有）を

0. 2 5 me （原法では 0. 3 me ） づっそれぞれの tube に加えてよく混和し， 3 7℃1 時間保ち，そ の0.8

me をとり. 0. 2meづっ4 本のF L tubeに接種する。対照ウイノレス液はまず 2倍に希釈し，これを原被

として10
1 より1 o• まで希釈し， 2列の control virus titration を行う。 一 列は正常のFも

tube で他のー列は前述の補体液を更に 2倍に希釈し，各 tube に 0. 1 meづっ加えたものである。 0.1

m.e接種とする白 FL tube は 4 ～ 5 日目に t iter が100 TCD
50

を示し，こ の時の血清 の中和抗体価

を 5 0 婦中和点で判定する。〕に従った。

E 結 白
木

それぞれのSMON患者血清の中和抗体価及び補体要求性中和抗体価の成績は〔表〕に記載したとお

りである。
（表〕

年 発病 年 月 日 採 血 神経症状 中和折 補体要求
地区 性 発現から 性中京抗 備考

血 清番号 メ-ff 腹 部 神 経 年月日 の 月数 体 価 体 価
井原 408 35 F 4 4. 4.12 4 4 .  4.23 44.6.25 】つ く4 8 

409 。 // // 4 4.7.2 3 3 く4 6 
40 8と

// 同 一人
41 5 18 F 44. 6. 7 4 4.8.18 く4 く4

442 57 F 43. 6. 4 4.6.20 ( 1 2) 8 1 6 

451 35 F 4 3. 3. 43.12.1 7 446.2 0 6 6 8 

452 // // // // 4 4.8.2 0 8 6 8 4 5 1 と
阿 一 人

 456 50 F 44. 4. 1 5 44. 5. 22 44.8.1 8 3 く4 く4 ! 

460 62 M 44. 5.1 3 44. 5.1 8 44.8.14 3 く4 く4

468 27 F 4 3.11.20 44. 1. 29 4 4.6.20 6 く4 8 

湯原 517 23 F 4 5. 3. 45.6. C 3) く4
518 24 M 4 4.1 0. 3 44. 10. 3 4 5.6. 9 く4 く4

5 30 31 M 4 5. 4. 45.8. ( 4) く4 く4
5 44 // // // 4 5.9. C s) く4 く 4 5 3  0と

同 一人
5 35 44 F 4 3. 8. 3 0 43. 9.21 4 5.8. 23 32 128 
551 71 F 4 4. 822 I 44. 9.23 4 5.9. ’ 12 く4 8

I ｝ 

＊ カツコ内は腹部症状発現からの月数
-12-
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I はじめに

スモン患者のE .c h O 2 1型ワイルス

K対する補体要求性中和抗体Kついて

上田重晴 高橋理明 奥野良臣（阪大徴研）

久留米医大の新宮博士はスモン病の原因としてEcho 2 1 型ウイノレスの再感染アレルギ 一説を主張し

て居り，その中でスモン患者の 80 婦は符経症状発現時か ら 3 ヶ月以内では Echo 2 1型ウイルスに対

し高い補体要求性中和抗体価を示し，中和抗体価に比し8倍以上高い値を示すことを報告している。私

共は北大底地区の大手前病院 ，新千里病院からスモン患者血清の提供を受け ， Ee ho 2 1型ウイノレスに

対する中和抗体価及ひ補体要求性中和抗体価を測定したので報告する。

IT 実験材料及び方法

1. ウイノレス

大阪府立公衆衛生研究所より分与を受けた Echo 2 1 型ウイルスを用いたo，同ウイルスは健康児糞便

よりカニクイ猿腎細胞を用いて分離 ，同定され，FL細胞で数代継代されたものであるo ウイルス液の

F L細胞での感染価は 1 07.・5τ℃ID
50

/0.1 m.eであった。

2. 細胞

当研究室に於てクロ ー ニングした Echo 21 型ウイルスに良好な感受性を示すFL細胞 H2 株を用

いた。 1 0 場仔牛血清C CS）加E agle's MEM(E.MEM）に浮遊させた 1 5×I 04 コ／meの細胞を

1 mわ’ つ 1 3 IIUP!× 9 0 mの tube に 分散し 2 日後に使用した。

3. ウイ Jレス希釈液

最終濃度0. 5 %ゲラチ刈日 Dulb ecco' s PBSH (pH 7.0）を用いたo

4. 患者血清希釈液

E.MEM( pH7.0 ）を用いた。

5 補 体

新鮮モルモツト血清（ I 0 匹の血清をプーノレした）をMg朴食塩水で 1 0 倍に希釈したものを補体と

して用いた．。補体は中和反応に用いる前に nonspecific inhibito r の含まれ ていないことを確か

めた。
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SMO N患者血清のエンテロワイルス抗体

保有状況の調査研究

（昭和4 4 - 4 5年度成績のまとめ〉

多ヶ谷 勇（国立予防 衛生研究 所）

I はじめに

SMO N 研究協議会病原班の研究活動の一部として，既知の病原ウイルスが S MONの症状発現に何

らかの関係があ りそうか，またはそのような可能性を否定し得るかを明らかにする必要があることが議

論されて来 たo このような研究の手はじめとして ， エ ンテロウイルスのいく つ かの型に対する中和抗体

保有状況を，S MON 患者血清および健康人血清について比較検討する ことと なり，6研究機関の共同

研究がーなされた。 参加機羽及び責任者は下に示す通りであったD

北海道衛生研究所

宮城県衛生研究所

国立予防衛 生研究所

千葉県衛生研究所

受知県衛生研究所

大阪府公衆衛生研究所

TI 材料並に方法

飯

今

中

芦

山

国

田 広 夫

野 二 郎

野 稔

原 義 守

田 不二造

田 信 治

SMON 患者血清 は1 9 6 8 年，1 9 6 9 年に岡山県の湯原，井原両地区で採血されたもので，予研

ウイルス中央検査部に凍結保管されていたものである。血清量科理られていることと．出来 るだけ多く

のウイ ルスに対して同 じ血清の抗体価を測定した いとの要望から，5検体ずつの血清をプールして，湯

原地区血・清 6 プール C 1 9 6 9年春採血〉，井原地区 1 1 プール C 1 9 6 s 年春および 1 9 6 9 年秋採

血〉につ いて 抗体測定が行われた。 健康人血清としては ，各機関で 手持ちの ，ある い は採血し得るもの

で， SMON患者と年令．性別など出来るだけ同じ条件のものを， 5 検体ずつ のプールを作って抗体

測定を行うことが決められたo

使用ウ イノレスおよび対応する WHO 標準馬血清（約 2 0 0 単位／0.lm.£に希釈されたもの〉は予研腸

内ウイルス 部から分与された。 20 0 単位の希釈血清をつくるための 希釈倍数はWHOの記載 1
～

3 ）に

よる抗体価から計算して定められたが エ コー3 3型血清のみはWR Oの記載が発表されて いないのて予

研腸内ウイルス部で得られた抗体価から計算された。 （表1 ) 
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体価が示された。 以上述べたような例外的な場合を除けば，各機関で得られた抗体価は比較的よく一致

していた。

表2 各機関により測定された希釈WH O標準血清C 2 o 0単位）の中和抗体価

標準血清 機

ウイルス型 A B C D 

7 > 8 0 0 5 9 2 2 0 1 7 1 
CA l 562) C 450) 3 2 ) \. 5 0〕

CA 9 く5 0 1 5 9
178 ) C 1 7 o)

CB 1 4 0 1 1 8 
100) C 316)

CB 2 >8 0 0 豆5 9
(1000)

CB 3 く5 0 2 0 0 
C 1000) C 100) 

CB 4 4 3 2 4 2 
3 2 ) ( 1 0 0 ) 

CB 5 3 3 0 1 3 3 
C 2 s o ) 7 5 ) 

CB 6 1 0 0 3 9 8 5 1 0 N D

(>l 00 0) 32) \. 4 7 ) 

Echo 
く5 0 2 8 0 1 5 9 1 8 5 1 C 1000) 32) ( 3 2 0 ) 5 0 ) 

Echo 4 5 9 3 0 8 
C 3 2 o ) 5 0 ) 

Echo 6 4 9 0 1 4 6 
C 3 2 o ) l 

Echo 7 

Echo 9 

Echo 12 

Echo 14 5 0 二三5 6 0 4 9 0 8 3 
(>l 00 0) ( 456) 4 7 ) ( 1 0 0 ) 

E Cho 1 6 5 0 三二3 7 4 1 4 3 
17 7) ( 316) 〔3 2 0 ) ( 4 5 0 ) 

Echo 25 

Echo 3 3 く5 0 孟2 8 0 7 1 1 0 0 
177) J 2 ) ( 1 0 0 ) l 2 0 0 ) 

（ ）は中和に用いられたウイルス量（TC I D
50 ）を示す

ND: 実施せず c

-21-

関

E F 

4 0 0 >5 1 2
3 2 ) C s o 2 )

8 6 2 5 6 
( 3 2 ) C so 2 ) 

1 5 4 2 5 6 
3 2 ) C s o 2 ) 

2 0 0 >5 1 2
3 2 ) C 1 2 6 )

1 3 2 3 5 4 
3 2 ) C 7 s 9 ) 

2 2 2 > 5 1 2
l 3 2 ) ( 1 2 6 )

4 0 0 5 1 2 
( 1 0 0 ) C 7 9 s ) 

2 2 2 く1 6 
3 2 ) ( 7 9 5 ) 

2 8 6 1 2 8 
3 2 ) ( 5 0 2 ) 

2 0 0 1 6 
( 3 0 0 ) C 1 2 6 ) 



(b) SM ON患者および健康人の血清のエンテロウイルス中和抗体価

各機関より報告 されたものをまとめた のが表 3である。同一血清に対して同一ウイルスを用いて異る

2機関で得られた抗体価を土下に並べ て載せである。それぞれの血清型 のウイルスに対する中和抗体を

測定する際に ，WH Oの標準血清を同時に測定しているので，その時の中和ウイノレス量は表1に示 され

たものである。結果を通覧し て見られるように， 大部分の血清につい て，異った 2機関により， ほY等

しい中和抗体価が 示されているが，時として同一ウイ ルスに対する同一血清の中東航体価が1 0倍以上

の差を 示した場合もあったo 中和抗体価が証明されない 場合や，中和終末価の出なかった 場合もあった

が， 一応比較の便の ために， 2機関で得られた同一ウイ／レス に対する同一血清の中和抗体価の幾何平均

を出して表に並記すると同時に， SMON患者血清のそれぞれのウイルスに対する中和 抗体価の幾何平

均値を表に示し たの SMO N患者血清で特に何らかの特定のウイルス型に対して異常に高い中和抗体を

含むものは見られなかった。健康人血清は機関B,Dで，それぞれ2プーノレずつが 測定さ れたのみで，

広く全般的な傾向を う かが うことが出来ないが，概してS MON患者血清 より中和抗体価 が 高いようで

あった。これは，あ るいはSMON患者ではステロイドホルモンが治療に用いられることもあることと

関係があるかも知れないが， 健康人血清の検査例数が少いので何とも云えない。機関Eでも9人 の健康

人血清の中和抗体 測定が 為されたが，個体別に測定が なされ，且つ中和終末価の得られていないものも

あったので，集計からはずされた。

以上の結果から， しらべられた1 8の血清型につい ては，SMON患者血清で特に異常に高い中和抗

体価を有するもの は見られず，直接ないしは間接の関係を示唆するような成績は得られなかった。今回

しらベた ウイノレスは過去7年間のある時期，あるいは何年かに亘って相当多くの分離が病的材料（主と

して小児の疾患〉から為されたもの として，CA9,CB1 ー 5,E4,6,7,9,12,1 4の各

ウイルスが含まれ，それ程多くは ないが分離のみられたものとしてEI, 25,33があ り，あまり分

離がみられてい ない ウイルスとしてCA7, CB6およびE1 6が含まれている。近年比較的高い頻度

で分離 されたエ ンテロウイルスは今回の調査にほとんど含まれ ているが，これ以外のあまり分 離頻度の

高くないもの ， あるいはわが国では未だ分離の報告のない型 のウイルスに対する抗体の保有状況もし ら

べ る必要があ ると思われる。なお，今回は健康人血清が あまり数多くし らべられなかったが，今後この

仕事を継続し て行う場合には，この点の考慮も 必要であろう。また標準血清の抗体価 測定に際して時 と

し て見られたように，機関による大きな 差の生じる原因の解明も，この種の共同研究にとっては重要 な

ことである。

-22-



         

                    

     

            
      

     

           
    

   

           
         

     

          
      

  

         
   

     

          
 

   

  
     

    

    

             
      

   

             
         

     

     
  

   
   

    

     

           
     

     
       

      

     
        

      

     
         

     

    
            

      

   
         

       

     
         

     

    
           

      



                             

                                           

   

       

 

                                     



 

 

 

 

 

      

 

 

  

         

    

   

  

 



 

 

 

       
 

 
            

         
 

 
 

          
 

        

     
 

 

      

          

 

  

 

 

             



  

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 
  

   

  

  
  

 

  

 

 
  

  

 

 

  

 

 

   

 
 

 

 

  

 

 

 

 

 



  

 

  

    

 

 

      

        

        

       

        

 

 

 

     

                  

        

 

  



     

 

 

 

      

      

      

    

    

   

  

 

  

 

  

     

   



タリウム中毒患者の尿中のタリウム定量の例数は少ないが，鈴木が2名のタリウム中毒患者について

測定したタリウム量はそれぞれ0. 4 8 ppmと0.2 0 ppmであったことから，Z) SMON患者尿中のタ

リウム量はかなり高いと考えられるが，今後定量法について更に検討するとともに ，多数の健康者およ
12)

びS MO N患者の尿中タリウム量を測定し，比較検討する必要がある。

V 要 約

昭和3 9年から現在まで， 34 7名のS MON患者と1 6 7名の接触者から採取した5 7 9件の材料

からウイルス分離を試み，l 3株のCoxsackie A群ウイルスを分離した。 Po Ii o , ECHO, 

Coxsackie B群およ7.f Ade no virusは分離されなかった。Coxsackie A群ウイルスが分離された

時期の9 8名の患者血清について補体結合抗体価を測定したが，同ウイノレスが病原agen tと考えられる

抗体保有状態はみられなかった。

昭和4 0年から4 2年に採取された1 9 0名のSMON患者についてE CHO 2 l株に対する中和抗

体価を測定したが，7 6名が抗体を保有せず，抗体保有者でも特に高い抗体価を有するものは少なかったゐ

昭和4 5年から患者血清について，血清蛋自分画，r globulin定量， コ リンエステラ ー ゼ定量を

行った。 4 4名の血清中，I gGの増量が29名にみられ， 4 7名の血清中コリンエステラ ー ゼの減量

が2 7名にみられた。なお尿中のタリウムの定量も行った。
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I 序

S M 0 Nのウイノレス学的研究

井上幸重，西部陽子，中村良子（京都大学ウイルス 研究所）

木村輝男（大阪市立衛生研究所）

われわれは以下に述べる研究結果から，SMON患者糞便よりBAT-6細胞 に高率に分離された新し

いウイルスをSMO Nの病因ウイノレスとして推定するに至った。 こLにその初段階の 研究のみ報告する。

II 研究材料並びに方法

1. SMO N患者材料：岡山のSMO N患者の 糞便並びに血清は岡山 大学医学部俵教授から分与載き，

大阪のSMO N並びに非SMO N患者の 脊髄液は大阪，北野病院神経内科の木島部長から分与載いた。

まだ北海道のSMO N患者脊髄液は札幌医 大の金光教授から分与して載いた。

2. BAT-6細胞とその取り扱い：B AT- 6細胞はわれわれ の研究室で樹立されたもので，ウシ

adenov i rus 3型により形成されたハムスタ ー 皮下腫蕩のクロ ー ン化継代細胞 である。

i）保存継代：Growth rneium は5 % fetal calf serum加Eagle MEMでpHは 6. 5

継代は普通 4 日毎。 先ずg r owt h me d i um を捨てた後室温のo. 2 5 % tr y p s i n i n O. 5 % 

lactaldumin hydr olysate Ear l e 液 を中角瓶の場合 l0 M加えて室温で30秒～1分

間作用させて捨てる。 残ったわずかのt rypsin液で振り乍ら細胞を消化する。 細胞がはがれたら遠

心することなく4倍量のgrowth med i四n lこ suspendして分注培養する。

II) tube の作り方： cell susp ens ion を0.5 me宛tuh e に分注して培養。 2 日自に

1 meの maintenance mediwnで交換する。 maintenance mediumは2 %fetal

calf se r田n並びに0.1%yeast extr act (Difeo）加Eagle MEMでpHは6.5 0

tub eはmaintenance medium に変えてその日のうちに供試する。感染後6日間の観察を

行う。

Iii) C P Eの観察：細胞変性効果（CPE）は弱拡大（ 4 0倍）で広い cell s hee tを全体的

に読む様にする。 C p Eはcell s heet の上部より始まる in c amp l e t e C P Eである。（第

1図参照）

iv) mycop 1 a sma 対策：B AT- 6細胞或いは糞便由来材料に みられるmycoplasma の汚

染はmediumに l eucomyc in (Toyo Zyozo Co·) 2r/m.e添加により防除すること が

-31-



出来る。

4. 抗ウイノレス免疫血清：ウイルス感染B AT-6 細胞培養液のみ採取して 5, o o o r pm 3 o 分遠

心上清をウイルス抗原としてウサギを免疫した。免疫方法は Freund complete adjuvan t と

共に皮下注射，その後ウイルス抗原のみ静脈内注射をくり返して免疫した。

5, 中和試験：ウイ／レス 30～1 O OTCD soに対する血清稀釈法によって行った。反応時聞は 3 7 ℃ 1 

時間。

直 結 果

1. 岡山地方 SMO N患者糞便からのウイルス分離：第l表に示す如く，ウイルスは5例の SMON

患者糞便乳剤全例よりB AT-6 細胞に同種の細胞変性効果（ CPE ）を示して初代で分離された。そ

の一つ佐藤株は連続継代培養を行って代表株とした。 これに対し健康者2例の糞便材料からは同一方法

でウイノレスは分離されなかった。

第 1 表

Results of virus isolotiom from stool and 

spinal fluid of SMON patients in Okayama 

and Osaka 

No. of 

pofienf 
Residence 

2 

Dote 。f

once! 

Dofe of Dole of 
sfool SF 。
collecfed collecfed 

Seo. 18,'69 No机， s;&s

Aug. 4,'69 助以，s;&s
Okoyom。

3 Prefect. Jun. 13
，包9 Nov. 19:69 

4 Ocf. 27, 69 Nov. 19，’＇69 

5 M。y 21,'69糊19，回

6 Dec目 28，回 Moに5,'70

7 Mer. 30,'68 Feb. 4,70 

8 Jun. 15
，
ち9 Feb. 4;70 

9 Aug. 27
，
包9 Feb. 4知

10 Osoko Feb. 20,7o Jun. I宮内

11 Prefect. 1960 Jun. 15,'70 

12 Mor. 20,70 Jun. IS,7o 

13 Jυ札 13，＇ゎ Jul. 15,70 

14 M。y 10,70 Jul. 15,70 

15 Jul. 10片 Jul.23：ゎ

o. SF: spinol fluid 
且All sfroins W町e culliv。ted more lhon 2肉店内回 ．

Resulf 
。15!0virus 

lot ，。n b 
t C 

＋ 

＋ 

＋ 

+d 

＋ 

＋ 

＋ 

＋ 

＋ 

＋ 

＋ 

c. Soto sfroin, prototype from stool，問s culfivoted mo陀竹田n
2。 possoges.

d. Konoyo stro,n, prototype from SF, wos cullivofed more !hon 
10 p。ssoges.
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2. 大阪地方 SMON患者脊髄液からのウイノレス分離：第 1 表に同じく示す如く， 1 0 例の SMON

患者脊髄液 のうち 8 例から B AT-6 細胞にC p E を示すウイルスが分離された。 この中には発病後 10

年に及んでなお入院中の陳旧例の脊髄液からウイノレス分離が陽性であった事実が含まれている。 これら

のうち金谷株を代表株として連続継代培養を行った。

3 北海道地方 SMO N患者脊髄液からのウイノレス分離：第 2 表に示す如く， 2 9 例の SMON患者

脊髄液のうち 2 3 例からウイルスが分離された。 %9 6 株を代表株として連続継代培養を行った。

第 2 表

Results of virus isolation from spinal fluid 

of SMON patients in ト何kkoido

No. of 
potienl 

5-F

6 
19 
24 
33 
38 
47 
51 
55 
5 6  
59 
81 
82 
90 

94 
96 

104 
108 

11 2 
113 
114 
159 
180 
187 
191 

196
202 
20G 

Dole of Dロle of SF 
once! collecte d 

Sep. I�： ち9 Apr. 4, '70 
Mロr. '70 Apr. 4, '70 
Mロy 8, '70 Moy 28，’70 
Dec. ’69 Jun. 4, '70 
Moy 5，’70 Jun. 23，’70 
Jun. 17， ’70 Jun. 24，’70 

Jun. 9，’70 
Jun. 15 , 70 Jun . 26, '70 
Mor. ’69 Jun. 23，’70 
Jロn. '70 Jul. 2, '70 
Apr. ’70 Jul. 2, '70 
Jun. 20,'70 Jul. ’70 
Moy 29,'70 Jul. 24, '70 

Mロy '70 Aug. I 0, 70 
Moy '70 Aug. I 0, '70 

Aug. 6, '70 
Aug. 6，ワo
Aug. 6, '70 

Jun. '70 Aug 6, '70 
Sep. 5, '70 
Aug. 6，’70 
Aug. 5，’70 
Oct. I, '70 
Oct. 8, '70 
Oct. 28, '70 

Nov. ’69 Oct. 30, 70 

。陶. of positive / No. of person tested 

Res u It of virus向silive
isolotion rote 。

＋ 

＋ 

＋ 

＋ 

＋ 

＋
． 

＋ 

＋ 2拾9

＋ 

＋ 

＋ 

＋ 

＋ 

＋ 

＋ 

＋ 

＋ 

＋ 

＋ 

＋ 

＋ 

＋ 

＋ 

4. 非 SMO N患者脊髄液からのウイルス分躍：大阪地方の非 SMO N患者脊髄液 1・ 8 例から BAT

-6 細胞にウイルスは全く分離されなかった。

5. 分離ウイルスの同定： B AT-6 細胞はこれまでのテストから多くのヒトの腸内ウイルスに感受

性を示さないことが明らかであり，そのウイルス分離はかなり選択的である。 しかして ，岡山の SM)N

患者糞便由来の佐藤株ウイルスに対する抗血清で大阪並びに北海道の SlV.lON患者脊髄液由来の全ウイ

ルスは中和されることから， B AT-6 細胞に同種のC p E を示して分離されたウイルスは血清学的に

-3 3ー



同ーとみなされる。

6 SMO N患者血清の中和抗体価：第 3 表に示す如く， S MO N患者血清では 1 5 例中 1 3 例に血

清稀釈5 ～ 1 0倍と言う低い中和抗体を証明出来るが ，非流行地の健康者成人血清1 0例の中和抗体は

いずれも5倍以下であった。

第 3 表

Positive rote of neutralizing antibody 

in normal and pa tient sero 

Sero Days ofter Result of 向sitive
tested once! NT test rote 0 

No.of po↑ient 
62 +b

2 84 ＋ 

3 159 _c
6 67 ＋ 

7 676 ＋ 

8 234 ＋ 

9 161 ＋ 

16 149 ＋ 13Jis 
17 61 ＋ 

18 ( 36 
77 ( 工

19 ( 28
67 

+ (5 )( + (10)
20 ( 137 

172 
21 304 ＋ 

22 50 ＋ 

23 112 ＋ 

No. of normol odult 

l～10 0/10

ロ No. of問sitive / No. of person tested
b + : 50%endpoint of serum dilution ogoinst

30～ 100 TCD50 wos 5～10 
C - : < 5 

1. SMO N と無菌性髄膜炎の関係：第4表に示した大阪地方の無菌性髄膜炎患者2例の脊髄離から

BAT-6 細胞に C p E を示すウイルスがそれぞれ分dされた。 しかし ，初代サ／レ腎細胞， He La 細

胞には向 ー材料から C p E を示すウイルスは分峰出来なかったコ

第 4 表

Patient materials of aseptic meningitis 

Dote of Oロte of Dote of 
 Age Sex once! spinol fluid serum Prognosis 

col lected collected 

 63 ♂ Jul. 2，’70 Jul. 20，’70 Aug. 19,'70 cure 

 43 Moy 6,'70 Jul. 13，’70 Aug. 3，’70 cure 
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第 5 表

Cross reactions among viruses isolated 

from patients of SMON and aseptic meningitis 

Antiserum Normal serum 
Vi「us used Soto Nogoo Inoue human 

rabbit patient patient 
rabbit 

adult 

 strain 
50 。 320 160 <5 <5 ON 

 strain 
50 320 N.D.b く5 <5 

。sep↑ic meningi↑is 

 st roi「1 50 320 160 く5 く5
osept』c meningitis 

。 ， sor. endpoint of serum dilution against 30 却 100 TCD50 
b. Not determined

分離されたウイルスの血清学的性状は第5表に示す如〈中和試験により佐藤株ウイルスと完全に同 ー

であった。 そして無菌性髄膜炎患者の依復期血清中和抗体価は3 2 0倍並びに1 6 0倍と言う高い価を

示した。

8. 分離ウイノレスの2 . 3の性状：この様にしてSMO N患者の糞便並びに脊髄液から高率に分離さ

れたウイノレスの性状に関する詳細は次報にゆずるが， 2 • 3の知見は以下の様である。

i) He :.a 細胞，初代サル腎細胞， ヒト胎児腎細胞に対するC p E：第6表に示す如く上記培養

細胞に対するC p Eは認められたい。

第 6 表

Cytopothic effect of the virus 

to different cells 

Source of virus 
Cel Is tested 

S↑001 susp. 
Virus grown 
in BAT 6 cells 

BAT-6 cells
0 

Helo cells 

Monkey kidney 
cells 

b 
＋ 

Human embryonic _ 
kidney cells 

＋ 

o. Homster tuπ下or cells induced by type 3 bovine
odenovirus

b. Determined by CPE.

-35ー



     

     

    

     

     

    

    

   

  

     
      

   

       

      

       

       

       

    

 



      

         

 

     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     

  

  

  

 

 

 

 

 

 

  

  

  

  

 
 

   
 

  
 

  

 

    
  

   

 

 

 

  

      

  

  

      

  

 

 

 

 

 

 

 

 
  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



N 考 察

1. 岡山の SMO N患者糞便から分離されたウイルスは大阪並びに北海道の SMO N患者しかもその

髄液に高率に証明された 。非 SMO N患者脊髄液から同ウイノレスは通常証明されない。従って，SMON

とこのウイノレスの関係は地域によって異な ることなく明瞭であ る。

2. 例外的に非S MO N患者髄液にウイルスの証明された2例は無菌性髄膜炎患者であり ，回復期患

者血清は高い中和抗体価を示した。 これに対し SMO N患者の 極めて低い中和抗体産生状況をみるとき

SMO Nを免疫反応不全に伴う新種ウイノレス感染症と考える。

3. SMO N患者からウイルス分離が高率であることは免疫反応不全にもとづく持続性ウイ／レス感染

のためと考えられ， SMO N症状の亜急性経過或いは再燃にもつらなる点であろう。

4. SMO N患者糞便由来のウイノレスはそのエーテノレ感受性，特異な host range 等から新種の

ウイルスと推定される。 その性状は病原性を含めて今後の報告で明らかにする予定である。

s. SMO Nの病型或いは疫学の全貌はこの新種ウイルスとの関連において明らかにされねばならな

u、。

6 SMO Nのウイルス学的研究を進めるにはまず旧来の常識にとらわれない研究の姿勢が必要であ

る。 B AT-6 細胞にみられる弱い C p E の判定をめぐって努力扱きの不毛の論議が行われるのは患者

不在の研究者のエゴイズムによるものと考える。

V 結 論

岡山の SMO N患者糞便より既知の腸内ウイルスと性状を異にする新しいウイノレスが高率に分離され

た。 同種ウイノレスは地域を異にする大医並びに北海道の SMO N患者の脊髄液からも高率に分離される。

同ウイルスに対して SMO N患者血清は極めて低い中和抗体価を示すが，健康者成人血清には証明され

ない。 また非S MO N患者の脊髄液から同種ウイルスは通常分離出来ない。 しか し，例外的に2例の 成

人の無菌性髄膜炎患者の脊髄液から同ウイルスが分離され，回復期患者血清は高い中和抗体価を示し た。

故に， SMO N を免疫反応不全に伴う新種ウイ／レス感染症と考える。 SMO Nの病型或いは疫学の全貌

はこの新種ウイルスとの関連において追求されねばならない。 分離ウイノレスの性状はその病原性を含め

て ，今後の報告で明らかにする予定である。

文 献

1. 井上孝重，西部陽子，中村良子：スモン患者糞使より高率分離された新 しいウイルス。 医学のあゆ

み ， 7 2 : 3 2 1 へ�3 2 2 , 1 9 7 0 

2. 井上幸重 J西部陽子，中村良子：スモン患者糞便より高率に分離された新しいウイルス（第 2 報）

医学のあゆム， 7 3 そ 68 , 1970

-3 8 ー



 

 

     





   

 

 

 

 

 

 

   

  

 

  



 

  

 

 

   

  

 

  

    

 



［付J

SMO N 病原のネガチフ染色の電子顕微鏡的研究

東 昇 （京大ウイノレス研究所〉

実験材料は井上，西部らによるスモンウイルス佐藤株，B AT-6細胞系で得られたf luid 

1,0 0 omeを濃縮（1/1.000) し，Csc l 濃度勾配（ 2 0 ～ 4 o % , W/V）遠心で精製したもので

ある。

鏡検フラクシヨンは 3 Hーチミジンのとりこみのあるもので且つ感染性と 一致するフ。 ラクシヨン である。

1 ヲら agar plat e 上で試料を乾操させ，ついで0. 7 %コロジオン液を乾燥寒天の上におき，水面

にコロジオン膜を剥離す る c 膜 上にメッシユをのせて，すくい上げる。 乾燥後P T Aをのせ1分間乾燥

させる。 PT A液（1 % ）は之に0. 0 0 1 %のc rystall ine bovine serum を加えたもの

である。

写真説明

図1 矢印の粒子（大きさs 3mµ）はベプロスで囲まれ， 且つスバイクが放射状に突出している 。

スパイクの先端はknob に終っている。断線矢印の粒子は部分的破壊を示す。 なお，二重矢印の部分

は高度の粒子破壊を示し，サブユニットだけが認められる。 さ らにサフ
’
ユエツトは視野一面に散在して

いる。 ウイノレス粒子は本実験におけ る処理法に対し，かなり不安定であることを示す一方，ある程度粒

子の護縮には成功しているようである。

図2. 大きさ，55 , 70 , lOOmµの 粒子（矢印）を認める。 本図ではスバイクを認め

難い。 本図でも粒子崩壊 ，散在性サブユニッ トを認 める。

図3. 粒子の大きさ9 Omµ, naked virio n も認められる。

図4._ enveloped vi rion, naked vi rio n， 崩壊した virion を認める。 ベプロス ，

スパイクはかなり本実験処理に対し不安定であるので，目下検討中である。
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I はじめに

BAT 6 細胞に関する追試実験成績

甲野礼作，吉井孝雄，石井慶蔵（国立予研ウイルス中央検査部）

われわれは SMO Nがウイルス性疾患の可能性がある と考え，数年前より各地の患者材料よりのウイ

ルス分離を種々の細胞を用いて試みた。その成績はすでに発表したように，すべて陰性に終ったコ 1)

1 9 6 9年末に京大ウイルス研の井上幸重博士がウシのアデノ3型ウイノレスでt ransformしたハ

ムスター由来の BAT-6 細胞を用いて SMON患者材料からC PE agentを分離しりその追試

を依頼された。早速同博士より BAT-6 細胞と分離された agentの代表株である佐藤株の分与をう

けて，ウイルス分離，佐藤株の性状及び同株による中和試験を行ったのでその知見について述べる。

なおこの実験は 1 9 7 0 年 5 月までに行ったものである。

II 実験材料及び方法

a）細胞とその培養： BAT-6細胞は 1 O%fetal bovin e血清加イ ー グノレMEMを用い 37

℃で増殖させ，維持液としては2%fetal bovin e血清加イ ー グルMEM培養液を用い， 3 7℃に

静置培養した。なおイークソレrvIEM培地は初め KM加日水製を，後半においてはKMを含まない大五栄

i養製を用い不

I b）ウイルス分離用被検材料：表1に示したように，岡山県井原市，岡大入院患者（うち1例は湯原

l

恥の患者

糞使である。これら材料は岡大島田助教授，緒方教授，俵教授及び東大神経内科井形博士の御好意で入

｜手し，予研において 一 7 0 ℃に使用まで密栓保存したものである。なお表にみられるように材料は神経

l

症状銅山の…一一一上向 CPE g ntの

分離に成功した患者  の材料も含まれている。また対照として東京において採取した白色便
下痢症の糞便1 0件でもウイルス分離を試みた。
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地区

岡

山

県

井

原

市

岡

大

入

院

東

表1 ウイノレス分離用SMO N患者材料

患 者 年令 性 発病年月日

7 3 M 9 ・ 2 8 ' 6 8 

／／ ／／ ／／ ／／ 

  3 5 M 8月 ’ 6 8 

／／ ／／ ／／ ／／ 

4 0 F 9 2 0 ' 6 8 

3 3 F 7 1 7 1 6 8 

／／ ／／ ／／ ／／ 

3 3 M 9, 3 I 6 8

／／ ／／ II ／／ 

5 7 F 1 0 月 1 6 8

〆／ ／／ ／／ ／／ 

  1 9 F 11 .27 ' 6 8

  M 1 0 月 ' 6 8

M 

  3 7 M 8. 3 0 1 6 8  

 F 11 ,29 1 6 8  

  F 

  3 8 F 8 月
’ 6 8 

  5 7 F 1 0 月 I 6 8 

  6 7 M 

4 5 F 

5 3 F 

  3 9 F 

  6 1 F 

  2 8 F 1 0 月
I 6 8

5 0 M 11 ,10 1 6 8

 3 5 F 1 1 .  4
1

6 8

2 8 F 11 .14 1 6 8 

so ー

採取年月日 備 考

1 2. 4' 6 8 

1 0, 2 6 ' 6 8 

1 o. 3 0 ' 6 8 

12. 6' 6 8

1 2. 6 ' 6 8

11. 1 ' 6 8

1 2. 6 I 6 8

1 0, 2 5 1 6 8

1 2. 3 ’ 68 

11. 10 1 68

11. 17 1 68 

11. 30
1 68 

1 2. 3' 6 8

1 2. 3 1 68 

11, 2 9 I 6 8 

1 2. 4 1 68 

11. 28
1 68 

1 2. 3 I 6 8

11. 20 1 68 脊髄

1 1. 1 9 1 6 9 

／／ 

／／ 

／／ 

1 1. 5 I 6 9 湯原地区

11 29
1 68 

1 2. 1 1 1 6 8 

／／ 

／／ 



   

 

 

 

         

  

      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      

     

      

  

       

       

      

  

     

       

      

     

     

     

     

 
   

       

 
 

  
     

     

 
      

     

 
      

  

      

      

   

 



代に継代，3代継代しC p Eを生じないものを陰性としたe なお糞便はPc ,SM加 L E液で1 Q
O"＂乳剤

にし，常法の如く遠心した上清を採種したc

e）中和試験：被検血清を5 6℃ 3 0分非働化し，1 : 4血清稀釈から2倍階段稀釈し，この稀釈系

列に 2 0 01℃D so の a gent を等量混合し， 3 7
・

c2 時間反応させた。 つぎにその血清ウイノレス混

合の 0. 2 meづつを各 2 本の細胞培養チュ ー プに接種， 6 日間培養，観察した．

直 成 績

a ）ウイルス分離試験：表 l に示した SMO N患者糞便 2 7 例，患者脊髄 1 例，対照患者 1 0 例の糞

便を接種し， 3～ 5代継代観察したがすべてウイルス分離陰性に終った。この材料の大部分について後

に KMを含まな いイ ー 〆ル MEMに培養液を代えて反覆分離実験を行ったが，結果は同様であった。

b）中和試験： SMO N患者1 0例血清2 3検体〔表2 ）及び対照血清1 0検体について中和試噴を

行ったが，その抗体価はすべて＜ 1: 4 であった。

c）佐藤株の性状

I ）感染価 佐藤株のC p Eは分与された当初はあまり明瞭でなかった。 継代を重ねて明瞭となり，

予研で 5 代以上継代したものは安定し， 1 0 J ・5 T CD s o/ o. 2 mtであった。

！｜〉細胞に対する感受性 佐藤株をヒト胎児腎細砲とヒト胎児肺2倍体細胞に接種したが，C PE

を認めることはできなかった。

Iii) 'Ip過試験 ミリポアフィルタ 一 H A(450mµ ）とG S(22omµ ）を用いて a gen t の

大きさを判定した。 その結果，H A'Jfa過では感染価がi 0 g で1. 0低下し，G s F過ではi戸液に感染

性が認められなかった。

IV）クロロホルム感受性試験 佐麗慌のl dにクロロホルム 0. 0 5 meを加え，振歯，室温1 0 分放

置，遠心した上清の1 0倍稀釈液に感染性が認められなかった。 対照は1 0 s・5 TC D 
5 0 / o. 2 me

であったので・ 1 0 4 ・ 5 の感染価の低下があり感性と判定された。

v ）抗生物質に対する感受性 佐巌株接種 B AT 6 細胞ではC p Eのみられるほか，培養液がう

すく緑色を帯びることが読奈された。 この着色はC p E の終末点とほ立 一 致し，毎常明瞭に認められ，

佐藤株がウイルス以外の a gen t である可能性が措定された。 そこでテトラサイクリ（ TC ），クロ

ラムフエニコール（ C p ） を 培養液に5 r /me加え感受性を調べた。 その結果T c,c P共に加えた

培養では佐藤株は B AT-6 細胞にC p Eも形成せず，また着色もみられなかった。

Vi ) P P L O - Ag a r へ の培養 佐藤抹培養液を東大医科研本間教授のもとで培養を試ム，定型

的マイコプラズマのコロニ ー を形成し，との集落を浮遊させ，再び B AT- 6 細胞に接種した。 その

結果細胞継代株と同様のC p Eを生じ，培養液も繰色を呈した。 このマイコプラズマは後に東大農学

部尾形教授の教室で lVf hy·コrhinis と同定された今 また未接極のB AT-6 細胞に も当時 M.

oral e のあったことが明らかにされた。3)
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V 結 び

スモソ患者の糞便，血液，髄液（リコール）よりウイノレス分離を試みた。

1. 糞便

4 1例につきミドリ猿腎細胞（GMK），人胎児腎細胞（HEK）， ハ ムスター腎細胞（ Ham K) 

ハムスター胎児細胞C Ham E）を用いてウイルス分離を試みた。 向れも数代のb lind passage

をしたが3代以上継代し得るC p （細胞変性） agen t は見つからたかった。

2. 血液

患者血液1 0例をGMKに接種しウイノレス分離を試みたが，全部陰性であった。 叉患者5名から1週

間隔で2回採血し5頭のカニクイ猿に2田ずつ静脈内注射し ， 6ヶ 月間観察したが震には向等の変化も

見られなかった G

3. リコ ー ル

1 3 s amp 1 eをGMK ,HKに接種したが3代以上継代し得るC P agen t は認められなかった。
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スモンのワイルス学的検討

永田育也，木村吉延 （名大・医・無菌研）

伊藤康彦（名大・医・内科〉

スモンの病因については，感染説，中毒説などの多くの考え方が提討され，その各々の説も内容にお

いて次第に変化していると思われる。 しかし現在までのと ころ
ー

スモ ・

三と言う一つの疾患が あると仮

定するとき，この疾患の全経過を 一 元的に説・明し得る病因論はまだ乏いようである 。

第一内科祖父江グルー プは早くから この疾患に注目し多くの観察又は成績を報告しているが，我々も

この疾患について祖父江クソレ ー プの示唆をもととして ，ウイルス学的立場からの検討を試みてきた。

先ず，本疾患がウイノレス性疾患か否かを検討するため，主として剖検例の材料を中心とし同時に患者

糞便，脊髄液からのウイノレス因子の検出を試みた。 一方井上博士は本英患の糞便及び脊髄液から高率に

ー勺のウイルス因子を分離したことを報告したので，この因子（井上因子；の性状を検討する こととした。

以上ウイノレス因子が直接本疾患に関与するか否かを検討 すると共に 最近キノホルムが本疾患に深い

かかわりのあることを示唆するような成績が色々な方面から報告されてνることから，キノホルムの一

般生物学的活性を知る目的で，その既知ウイルスに対する作用，並びにインターフエロンの産生及び 作

用に及ぼす影響について検討した。

本報告の第一部はウイノレス因子の検索及び井上因子の検討に関するものであり，第二部はキノホノレム

の生物学的活性に関する成績である。

第 一 部 スモン患者材料からのウイルス因子分韓の試みと井上因子

に関する検討

スモン患者材料からのウイル ス因子の検出はすでに各所で行なわれているが，我々も患者糞便乳剤，

脊髄液，及び剖検例2例について内部臓器乳剤，腸管内容物から，各種培養細胞によるC P因子の検索

を行った。

実験材料及び方法

患者糞便並びに剖検材料はP B S又は 2% 牛血清加イ ー グノレ培地で 0 'le乳剤とし， s. o o o r pm

3 0 分低温遠心上清を接種材料とした。 なお脊髄液についてはそのまを使用し ，棋菌P B Sを用いた
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(IF ）の産生及びその作用に及ぽす影響について検討した。

実験材料及び方法

ウイルス：Sindbis ウイノレスは鶏胎児細胞継代株を，ND Vは発育鶏卵継代株を使用した。

鶏胎児細胞培養 cc E細胞） : 10日卵より鶏胎児をとり出し頭部，内臓を除去したのち，0. 2 5 % 

Trypsi n 処理し培養液にて細胞＃遊液をつくり，シャ ー レに各41r..£づっ分注し， 3 5 ℃のCO
2
フ・

ンキにて静置培養した。

培養液：牛血清5%加YL EにPenicillin 200 units/me, Streptomycin z o oµg/

me, Phenol red o .oo s�(lを加えたものを使用した。 維持液としてはキノホルムを各種濃度で含

有させた場合は血清濃度として最終的に3. 5 °＂とたるよう不足の牛血清を追加した。 それ以外の場合に

は2 ～3%牛血清加YL Eを維持液として使用した。

I Fの調製：Sindbi s ウイルスによるI FはC E細胞にウイルス を接種し，3 5 ℃1時間吸着後

O<;,c,YL E液で1回洗滞、し ，維持液4meを加え2 4時間後の培養液を38000rpm 2時間超遠心しそ

の上清をP H2. 1のC lar k液で4℃2 4時間，再びP H 7. 2 Hank s 液で2 4時間透折し3 0 0 0 

rpm 1 o分低速遠心した上清をI F材料とした。 N羽rs ウイノLス によるI Fは，1 0日フ化鶏卵の襲

尿佐にウイノレスを接種し4 8時間3 5℃で培養した後尿液を24000rpm 1時間超遠心しその上清 を

Sindhi s ウイルスの場合と同じように処理した。

IF 価の測定：常法のプラック法を用いたι すなわち，耀持液で倍数稀釈した I F材料を各稀釈当

り3枚のC E細胞に加え， 3sCs時間以上作用させた後，液を除去し約5 0～1 o o P FU/ o. 1 r.iC 

のS indbi s ウイルスの0. l mCを接種した。 1時間3 5℃にて吸着後4 m€のover lay medium 

を重層した。 7 2時間3 5℃培養後のプラック数が対照の5 0 %減になるI F稀釈倍数をI F値とした。

又キノ，十ノレムによるI F活性の変化をふいる為lこ， c hallenge ウイルスのy i el d を 対照と比較する方

法を用いた。

ウイノレス感染価の測定：上記I F測定と同じように常法のブラック法を用いた。

キノホノLムの調製：キノホルム純末1 0 7,tpを牛血清114e Iこ浮避させ， 2000r防n 1 O分遠心を3回

くり返えし，その上請をキノホルム1 o o ''oとした。 このキノホルム含有牛血清をYL E液lこ0.4 4 % 

から3. 5 �＂までになるよう加えた。 牛血清捜度を3. 5可に同一にするため不足の分は正常牛血清をそれ

ぞれ追加した。 本実験におけるキノホノレム溶液はすべてこのように作製した c なお，この濃度のキノホ

ルムによっては液のP Hには変化なくC E細胞に認むべき細胞変性もきたさt.t.かった。 キノホルムを分

与された予研江頭博士に感謝するむ

実 験 結 果

1, 既知ウイルスの増殖に対するキノホルムの影響
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ウイルス 3 X 1 0 P FU/ 0. 1 me , ND V 1 X 1 0 8 P FU/ C E細胞にウイルス液（Sindbis

0. 1 me ） を 0. 1 me接種し 3 5 ℃ 1 時間吸着後O%YL E液にて 3 回洗瀞した後各種濃度キノホルム含有

ウイノレス接種後経時的に液中のウイノレス感染価を測定した結果を維持液を－！ me加え 3 5 ℃で培養した。

ウイノレス及びNDVの増殖はに示す。 図から明らかなようにS indbis 1-bFig 1-a,Fig 

各々キノホルムによって対照に比しおよそ 9 0 %抑制される。 又キノホノレムとウイルス増殖抑制につい

が成立しないことがしばしば観察response て，特にキノホルム 3. 5 %と1. 7 5 %の聞でdose 

されたが，これについては現在検討中である。
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既知ウイルス粒子の感染価に及ぽす影響2 

ウイルス液3 x 1 O 5 PFlV0.1 m.£, N DV 1 x 1 O 7 一定の感染価を有 するウイルス液（Sindbi s 

PFU/ 0.1 m.£ ）にキノホルム含有牛血清を各種濃度で入れ，牛血清濃度を同一にするため不足の分は正

このウイルス液をシャ ー レに 4 m.£づっ入れ 3 5 ℃で一定時間作用させた後ウイルス常牛 血清を加えた。

感染価を測定した。 ウイノレスはキノホルム

3. 5 ヲもの場合， 2 2 時間で対照に比し 9 7 ヲも感染価が低下するのに ，NDVではキノホルムによる感染

価の低下はほとんど認められない。 叉，キノホノレム 3. 5 %によって 9 7 %感染価が低下したSindbis 

ウイ／レスを 1 o Omµのフイノレターで伊過した場合 ，その前後で感染価が 3 3. 4 %低下するが，これは

対照実験でも炉過により 3 4. 3 %低下することから，キノホノレムによってウイルスが凝集したためでは

ないと考えられる。
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に示すように，Sindbis 2-b Fig 2-a , Fig 
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キノホルムはI F活性に対する抑制作用を有する。 その作用はI F分子を直接的に不活化するもので

はなく ， I Fによるいわゆる An t i v i v a I Pr o t e i n合成以後 lこも，その I F 活性抑制が認められ

た。
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間観察したが何ら発症 はなかった。 そして．“lと同じ方法でエマホルムのみを与えて分離材料を与

えていない伝3の犬は， 1 3 0日（エマホルム2 3 ＜／－ 投与）で後枝の麻揮がみられ， この状態は

1 7 9白（エマホルム8 3 I;-投与）まで続き， 症状はそれ以上に強〈進行することはなかった。

4'n. 4の犬は， SMO N患者音便（0 -DM株とは異なる患者〉そのものを経口的に投与し， そわ

後 3 日して排出した下痢便を， 更にもう 一 度 2 代目の犬すなわちAo. 4 の犬に 投与し， 前 3 者の犬と

同様にエマホルムを与えたものである。 これは1 '.! 6日〈エマホルム1 5. 5 (j-投与）で後腹に麻寄

がきたが， 3日間拷いただけでこの麻霊は回復し， その後31日間 エマホル ムの投与を続けながら

智察したが何ら症状はみられなかった。 ここで守雄材料0-DM株の経口接種を開始したところ，

2m fづっ1 1日間与えた時点で後肢の麻寄が表われ， 1 4日で前肢にも麻嘩がみられるように な

り， 歩行間警となった の 尚目下観察継続中である。

IV 総括ならひに考案

昭和4 3年秋以来， 岡山県下に多発したSMO N思者から病原依の分離実績を試みてきた。 すな

わち分離用材料として用いたものは， 患者の者便， 原， 血液， 脳， 背鰭液および舌苔である。 とれ

らの材料を各種三望者緒。物と各種培養細胞に種々の方法で接粛し 長時間観察を行ったのであるが，

すべて信作堵要のムで病原らしきものを分侍することは出来なかった。

しかし， 無血清窮地による培莞細胞を月いることにより， ウ イ；！.スとマイコプ号スマを混合守護

することが出来た。 ウイルスは地代が至って困難であり， 叡代にして消失し， しかも患者血清と の：

聞の中予1J試誌は陽侍であるとはいえなかったn そしてマイコプラズマと号、者血清との問の関連性に

ついては尚尚討中で不明でふる。 このようにウイルスもマイコプラズマも現状では， S l\l[O Nの病

問として認めるわけにはゆかないが， ともにS MO N患者に由来して分保されたものであることに

間違いは々く， S MO Nと何らかの関係があるのではないかと考えるわけである。

そとで，員近キノボルムヵ：S Nl:O Nに聞係ありとする報告が多くなってきたので s
エマ ホルムと

者支細胞で増唱えE代しているマイコフヲズマ とを犬に与口的に与えてムたのであろう：， その結果マ

イコプラズマのλを与えた犬は発症せず， エマ ホ ;L. ム円ムを与えた犬は常枝に持軍事がみられ， 両者

を与えた犬l土荷徒吃の麻 3草と失明をきたし歩行不言きになって， S 1v10 Nを患わせるような症状を示

しfこ。

培もマイコプラスマのム或いはキノホルムのムの投与で；z， 発症は，三いかぶは胃、窪行，Aをまわす

が， 両者をあわせ与tることにより症状はS1v10 Nに1以三ようなものに主るとの司君主を与える。 L

がしこれな， あくまでも予備的に行なったもので， 例数は少なく， 罵理誼詰僚は， いまだ後査途上

で t あり， 人のS J\10 Iイに:i:i,tる病理苛見との比較が問題となることは'JJ論でS1"10 Nによく似た

管状が犬にAられた現象があったというにすぎない。 再．向討を要する奏験であると考える。
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得られた結果

1. 用いたすべての動物種の各神経組織からグリア細胞とせんい芽細胞の旺盛な増殖が3日頃より認

められ， 5 ～ 6 日でmon o I a ye rを形成した。 ただし 3 週間の観察に於ても髄鞘形成を認めるま

でに到らなかった。

2. すべての神経組織についてトリプシン消化後 tube culture を試み， 細胞培養に成功した

が， 細胞の種類は多岐にわたり， 神経細胞とグリア細胞の細胞種を生化学的に判断するまでに到ら

なかった。

3 Tube cul tu re の神衛担胞維持は一般に困難で用いた培養液の水質， pH などに敏感に反

応し死滅する。

4. Herpes simplex Virus ( HE F 1株）感染の経過追跡

マウスの脳細胞のmonolayerに m. o. i. = 4で HEF 1株を感染させると， Astrocyte

様細胞とせんい芽細胞に感染し， C p Eは明らかでないがWatkins 現象（感作赤血球の吸着反

応）が陽性となる。 O I igodendrocyt e 様細胞にはWatkin s 現象が証明されなかった。
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労， 馬血清20婦になるよう に加え， それぞれ寒天地培地， 液体培地とした。 舌苔よりの分離の場

合にはペニシリンおよび酢酸タリウムをそれぞれ 1 O O O U/m.e, 5 omcg/d.e に加えた。糞便よ

りの場合にはCB-PC 1oo mcgパnf!, CER 10 OmCg/m.eとした。

生物学的性状の検査：グルコース， マンニット， マンソ ー ス， キシロ ー ス， デキストリン， ラク

ト ー ス， フルクト ー ス ， ヅルチツト， サッカロ ー ス について行なった。 菌の増殖の有無は寒天培地

に階段希釈液をぬれ生じた集落数から判定した。 テトラゾリウム還元能， メチレン青の還元， ァ
2) 

ルギニン分解能， 血球吸着能， 溶血能 等すべて常法によった。

患者血清と 分離株の血清反応：井原市民病院， 青梅市立総合病院でS MONと診断された患者血

清を使用した。 抗原の調整に使用したMycoplasma は中島病院と東大病院から分離されたNH2

株， NH4株の 2 株を用いた。 一つの株を寒天培地 2 0 0 校に塗抹し煉気性に 3 7 ℃ ， 2 日間培養し

た。 P H 7. 2のM/1 s PB Sを加えて菌体を集め， フエノ ー ルを0. 5 婚に加え3 7 ・'C ' 2 日間，

さらに 5 6 ℃， 3 0分加温して 抗補体性を除去した。 これを 3 8, o o o rpm 2 回洗桝し， 2 O m.e 

の P B S にうかべて C F抗原とした（ C F抗原 価は 5 1 2 単位であった）。

IH A抗原 にはとの菌体を 1 o Kc 2 o分超音波処理して使用した。

コント ロ ー ル血清を つくるため 抗原I. 5 m.eにComplete adjuvant 1.sm.eを加え約

3K9のウサギの筋肉内に注射した。 3週間 後に採血して血清を分離し， これに馬血清 1 /10 容を

加え氷室に 2 日間 おき吸収操作を行ない， 遠心上清をコントロ ー ル血清 として用いた（C F抗体価

は 2,048 単位〉。

C F はKo lme r法によった。 4単位の抗原の他に 3 2 単位， 6 4 単位の抗原を使用した。

IH A は等量の1 : 2 0, 0 0 0タンニン酸処理 2. 5 労感作血球0. O 5 m.e， 希釈液0. 6場 N RS 

加PH 7.2M/1 5 PB Sで管底用 試験管を用いて行なった。

NT, (GI ）は倍々希釈した患者血清 0. 1 m .eに液体培地o 9 m.eおよびMycop I a sma を

加え， 3 7℃2日間嫌気培養 した後， 寒天培地 にb rushing して3 7℃， 2日間嫌気培養して

判定した。

E 実 験結 果

1. 舌苔よりの検出

1 9 6 9年1 1月28日と 1 9 7 0年1月1 2日の両日 にわたり東大病院， 中島病院入院 患者

1 6名について舌苔よりMycop I asmaの分離を試みた。 表1 , 2に結果を示したが2自の倹

索を通じて舌苔の緑色の有無に拘らず， 1 6例中1 2例（ 7 5労）にMycoplasma が検出さ

れた。
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された。表 4 には臨床的に軽いもので舌苔も薄く，色も薄いピンクまたは黄色， あるい は白色の

例を集めたが， 2 回の検査を通じて 9 例中 6 例（ 6 6 労）に本菌を検出した。

第 3表 舌 苔よりの菌の分離

，患 性 年 発日 第 1 回検査 第 2国債査

者
45. 2.23 4 5. 5. 9 

名 Bり メ� 病時 発時 舌苔！ Mycopl 舌苔！ Mycop

1 fヤf 42 4 4.1 2 件十 ＋ ＋ ＋ 

2  M 件十 ＋ ＋ ＋ 

3  M 6 0 4 4φ 1 I 件＋ ＋ ＋ ＋ 

4  F 3 7 I 4 4. 4 I 4 4. 1 0 I 特 ＋ ＋ ＋ 

5  F 

6 F 39 4 3. 6 
I 

4 4.1 o ロテ！ 刊十 ＋ 

1  M 1 9 4 3. 7 4 4.1 2 ＋＋ト 十

s  M 55 レ／ ｜／／／ 件＋ ＋ 

9  M 3 4 I 4 5. 3 γ に
件＋ ＋ 

小 計 （総計） 5/5 8/8 (9/9) 

岩野郁造，広田滋（井原市民病院）との協同調査

舌苔判＋は着色した厚い舌苔。＋は薄く着色した舌苔。

第 4表 舌 苔よりの菌の分離

，患 性 年 発日 再日 第 1 回倹査 第2 回検査
者

4 5. 22 3 4 5. 5. 9 

名 思lj 令 病時 発時 舌苔 Mycop 舌苔 Mycop 

1 o  F 40 it 3. 3 4 4. 7 十 ＋ ＋ ＋ 

11 F 3 2 4 4. 5 44.1 0 ＋ ＋ ＋ ＋ 

12 F 5 2 4 4. 4 ＋ ＋ ＋ ＋ 

1 3 M 6 3 4 4. 5 8 ＋ ＋ ＋ 4 4.1 2
1 4 F 十 ／／ 
1 5  F 29 44. 7 ＋ ＋ ＋ ＋ 

1s  F 22 4 4. 2 4 4.1 0 ＋ ＋ 土 ＋ 

11  F 1 9 4 3.1 2 ＋ 土

1 8 F : 7 4 4 3.1 0 ＋ 一 1/,/ ’ 

小 計 （総計） 6/9 5/7 ( 6/9) 

岩野郁造，広田滋（井原市民病院〉との共同調査

au
 

au
 



これらすべてのMycoplasma は嫌気的に培養されたもので， 初代好気的に1個の集落 でも

形成したものはなかった。 東大， 中島 両病院入院患者より培養された 1 2 株を 6 代 継代後も同じ

菌液を寒天培地にぬり， 好気性， 嫌気性 の両方で培養を試みた。 その結果 1 0 株は嫌気性 でのみ

集落の形成を みた。 他の2株は嫌気性のプレ ー トの集落数に比べて極め て少数の集落が好気性培

養で認められ た。

離株のマウスの脳内接種とモルモツトに対する毒性

舌苔より 分離されたものであ る から当然， M. Sa Ii va r 山n , M. o ra I e 等人由来の既

知のMycop I a sma が混在していること は容易に怨像される。 これらのMycop I asma 中に

本病因と みられる菌株があるかどうか が今回は問題とされるわけである内 従って単個集落分離を

行なうことなく分離直後の継代 しない プレ ー ト上の全集落 をマウスの脳内に接種することにした。

直径 6. 5 cmのシヤレ ーに 2 meの液体培地を加え， 菌懸濁液をつくり， それをマウス（ ddy, 4

週令）の静林内に o. 2 mfまたは0. 3 me を注射した。 同時にその0. O 1 mfを矢追針を用いて

脳内に接種した。 接種後 5 日， 7 日， 1 0 日， 1 4 日， のいずれかの日に 殺し， 脳， 肝， 腎，牌，

肺をとり出し， ガラス棒または乳鉢で細挫し， これ を寒天培地に塗抹し嫌気性に3 7℃に培養し

た。 その結果脳のみから回収できたが， 他の臓器から は倹出できなかった。 そこで東大， 中島，

井原病院よりの分離株計 2 0 株について脳内接種を 行なって脳内から再検出できるかどうか， 検

出できた場合はその株を分離し検査す るととを試みた。 その結果， 東大， 中島病院の 1 2 株より

1 0 株， 井原病院の 8 株より 6 株がマウスの脳 から再検出できた。 この際対照無処置のいずれの

マウスの脳および他の諸臓器から は菌は検出できなかった。

1 2株の中の 1 株であるNH4株について 脳内接種の実験をくりかえして行なった。表5に示

すように接種後， 1 日， 2 日， 4 日， 5 日， 9 日目に 5 匹ずつ殺し脳内 よりの分離を試みた。 そ

の結果検出例数は5日目， 9日目 で半減した。

NH4株をN2ガス 中でフア ー マセル（ NB5）で3 7℃に培養し， その2日， 3日の全培養

をモルモツト（ 200i ）の腹腔内， 静脈内に注射した。 いずれの注射の場合にも 注射直後に歩

行困難，壁響等の症状を示した。 数日後注射した4匹 は 全部死亡 した。 対照として培地のみ向量

注射したもので はいずれの変化もみられIt.かった。

しかしその後同じ抹で 実験を反覆したが， 注射直後の症状は多少弱いが認められたが， 死亡す

るものはなかった。 その他の味についても同様の実験を行なったが， 注射直後から の耳柔の充血，

暖， 跳躍等の症状はみられたがいづれも依復し1ヶ月間の観察中 に異常は認められなかった。

ハムスターに対しては前記注射直後の症状は軽徴であったの

-8 7 ー



 

 

 

 

 

 

 

 
  
   

 
 

 

     
 

 

   

 

    

  

 

        

   



 

 

  

   

 

 

 

 

            

        

 

     

   

   

    

     
   

  

    
 



 

   

        

  

  

  

   

     

   

    

 

 

 

    

    

   

   

   

      

           

 

   

  

 



     

     

    

  

  
 

 

   

 
 

 

  



 

 

 

 

 

 

               

       

      

    

   

                                      

       

                   

   

            



 

  

 

   

  

 

    

  

 

    

                

      

 

 



培地はシャーレに 2 5 m,e づっ分注して平板とし， Broth で前培養した NH 2, NH 4 両

味を接種し， コ ンラ ージ障で塗抹した。培養は 3 7 ℃ 2 日， 嫌気ジャー を用いて，世媒下， 水

素ガス置換法で行った。

培養 後 ， 先ず o. 1 s M P B S ( pH 1. 2 ）を平板上に注加し， コソラ ージ俸で菌体 を集め，

これを三角 コ ルベンに集めて， フェノ ー ル o. 5 労を加え， 3 7 ℃ 2 日， 更に 5 6 ℃ 3υ 創喧

して抗補体性を除去した。このものを， 超遠心壌にかけて集菌し， 3 8, o o o rpm 2回 P B 

Sで洗糠して， P BS lこ suspend して補体結合抗原とした。

この杭J京は， ウサギ免疫血清との聞にB ox Ti trati o n を行って抗原価を測定したとこ

ろ， 5 1 2 単位であり， も全く抗補体作 用を示さなかった。

2） 受身血球凝集反 応抗原

補体結合抗原を， 1 o KC 2 o分， 超音波処理をして受身血球 凝集抗原として使用した。

4. コ ントロール血清の調製

C F抗原価 5 1 2 単位の 抗原約 1. 5 mfにCom p I e te Adj uvan t 1. 5 mf を加え， よ

く混和してem u Is ionとし， 約 3 K9の家兎に約 1 0 ケ所筋注， 更に， 2週間後に追加免疫して

3 週間後に全採血して血清を分離し，これに馬血清を 1 /i 0 容加えて氷室2日吸収， 3.0 o o rpm 

3 0分遠心して， 上清をとり， コ ントロール血清とした。

この血清はB ox Ti tr at i o n で，補体結合抗体価 2 0 4 8 単位を示した。 叉， 1 : 3 2 以

上で抗補体性を示さなかった。

5. 血清 反応

1）補体結合反応

すべてKo lme r 法に準拠し，Micro-titer で行った。抗原は 4 単位 の他に， 3 2

単位 ， 6 4 単位を用いた の

2）受身血球凝集反応

新鮮羊赤血球を洗糠して 2. 5 必浮砕液とし， これに等量の1 : 2 0, 0 0 0 タンニン酸を混合

して ，氷水中1 5分処理し， 2 回PB Sで洗糠し ， 原量の P B SにSuspe n d して， タンニ

ン血球とした。次いで， 3 7 ℃ 1 5 分間坑原感作を行い， 1 回洗糠してから NR So. 6 労加

o.1sMPB Sにsusp end して感作 血球とした。患者血清は， 管底用小試験管を用いて，

PBS-NR Sで 2 n 稀釈を行い， これに 1 /10 量の感作血球を 加え， 室温で 1 8 時間反応

させ， 管底鏡で判定したn

3）中和試験

患者血清を z n 稀釈し，この稀釈血清 0. 1 mP,にP PLO Broth o  9 mf , M)Coplas 四

浮瀞液 1 滴を加え， 3 7 ℃， 2 日， 嫌気培養を行った。 判定は， これをP PLO Aga r に

波菌檀紙で brushing をして， 更に 3 7 ℃， 2 日嫌気培養して行った。

9 4 一



        

  

  

  

 

     

   

 

 

    

   

    

 

   

 

 

    

            

 

  

   

  



れるからである。

1. Mycoplasma が本症の病原であった としても， 尚， 抗体が倹出できなかった可能性

1）株の選択の問題

ここでは分離された 株を無選択に使用し たが， この株が病原株であったかどうかは全〈判然

としない。 多数の株の中には本症の病原 となっているものが混在 していた可能性を否定できな

い。 あたかも腸管に Salmonel 1 a あるいは Shi gel la が常在菌 の中に少数存在する如

く， との場合も多 数の常在Mycoplasma の中に少数の病原Mycop 1 asma が存在してい

たのかもしれない。 しかし， 現在この様な特殊なMycop 1 asma に対する分離培地， 更には

この様な株の発育する培地 についての知見はないので， この様な可能性をも 考えて， 培地及び

培養法に 考慮を払って更に検索を進めることが 必要 であろう。

2）方法及び抗原調製法 の問題

ここではMycoplasma に従来応用さ れてきた三つの方法を使用したが， とれら の方法の

適用でよいかど うかa は問題があろう。 又， 本菌が強い抗補体性を示す為に， 常用されている

フエノ ー ル処理， 加熱処理を行ったが， これらはいづれも抗原の性状に少なからぬ影響を与え

るもの であるから， 抗 原の処理法 にも問題が残る。

3）毒素の可能性

動物 ではマウスの ro l l i ng d i s e a s e の様に神経毒素産生Mycoplasma が知られ

ており， もしも本症がこの例の様に ， 感染Mycop 1 a sma の産生する毒素によるものである

とするならば ， 抗毒素 と しては検出されても， 通常 の抗体としては検出されない， という可能

性もあり得ょう。

4）組織抗体の可能性

いわゆる液性抗体 の形をとらずに， 細胞性抗体の様な存在も考慮しなけれ ばならないであろ

フ。

5）そ の 他

その他にも， 採血期の問題， 抗血清の保存の問題， 等々も考える必要があろうn

2. 病原ではあっても抗体が上昇しない可能性

本Mycoplasma が病原で はあっても， とれに対し 抗体が産生 されない， 叉は， されに くく，

検出できない， という可能性も否定でき ない。

3. 病原ではない可能性

SMONが可成慢性的経過をたどるこ とから， Mycopla sma の様な徴生物が異常に増殖す

ること は， むしろ自然、の現象であって， ここから分離されるMycoplasma は原因ではなく単

なる結果であるのかもしれない。

以上， 可能性 とし てのみ三つの場合を考慮、したが， この内のいづれであるかは 現在全く不明で

eoQd
 



,
. 

あり， 上述の諸要因， 可能性を考えて， 本症と Myc op! a sma の相関を更に追求し ていかなけ

れiまならない。

吉宮
古＝ご

ヒー
E3 

SMO N 患者舌苔由来のlYiyc op I a sma を抗原として， 本症患者血清について， 補体結合反応，

受身血球凝集反応， 中和反応、を行ったところ， いづれの方法においても全例陰性であったの

本研究を運行するに当り，終始懇切な御指導と御協力をいただいた東大医科学研究所本間遜教授，

患者試料について御高配いただいた井原市民病院岩野郁造， 広田滋両博士は深謝する。 叉， 本実績

に当り技術的助力を惜しまれなかった東大分院中央検査部南波邦治， 桜井敏子， 高橋文子， 神奈川

県立こども医療センタ ー 倹査科高橋明子の諸氏に感謝する。
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表2 AモY患者舌よりのマイコプラズマ分離成績（材料1回採取） (1)

病 院 名 患者 年令 性 発病年月 緑舌の有無 材料採取年月日 Mの分離

s 27 平 4 5.2 ＋ 45.9.18 

直立呉病院 A 5 l 平 4 4.8 一 45.9.18 ＋ 

。 54 平 4as 45.9.18 ＋ 

s 39 舌 4 5. 5 一 45.6.27 ＋ 

I 56 平 4 5. 4 一 45.6. 6 

計 5名 3( 60%) 

表3 スモン患者舌よりのマイコプラズマ分離成績（材料l回採取） (2)

，患 者 同 年令 性 発病年月 緑舌の有無
成 績（培畳、方法別）

好 気 性 燥 気 性

24 3 1 舌 4 5目 9 ＋ ＋ 

19 32 舌 4 5. l 一

2 2 35 舌 3 8.1 1 ＋ ＋ 

25 47 舌 44.11 ＋ ＋ 

15 53 ♀ 4 5. 4

1 6 58 平 4 5. 7 一

23 62 合 4 2. 3 ＋ 一

26 63 舌 4 5. 4 一 一

1 3 67 寸
Oー 40 5 ＋ ＋ 

14 70 舌 4a12 一

30 70 平 4 4. 4 ＋ ＋ 

1 8 73 舌 43. 8 一

27 73 平 44.10 

28 74 平 4 3. 5 ＋ ＋ 

6 77 
‘ 

平 4 4. 5 

言↑ 15 名 6(40%) 6(40%) 

2. 対照実験

対照として表4 VZ:示すような疾患 κ っωてMの分離を試みた。即ち慢性疾患者としては結桜症公

よび白血病を含む癌疾患，更K肝疾壱．その他を選んだ。

昔科疾患として財官槽腰痛，苦肉炎，う蝕症，苦周囲炎を選び，健康者も対照に加えた。 成績は秋季

V'L �－ける分離率と冬季に念ける分離率を示した。

一殻l寸量性疾患 b 者，健康者共Mの介離率は約1 0婦の恒常f直を示した。 接科疾患につwては昔槽膿

漏では約3 0～4 0%，歯肉炎も3 O～4 0 %で，う蝕症は1 0名以下の介離率でるーた。
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V 結 論

延べ50名の7-モン患者の舌よりマイコプラズマO分離を試み，40 %より60%K及ふ
・率でマイ

コプラズマを分離しえた。 is戸．として慢性疾居害者 ・ 芭科疾畳居者及び健康者を対象として分離を試み

た成績はそれぞれ1 0括，30～40�及び1 0 %でるョた。 スモン患者より分、離されたマイコプラズ

マ（'l M . s a J i va r i u m でるった。

謝 辞

7-モン患者より材料を採る(I［ ついて，快〈便宜を言十っていただいた国立呉病院，大村一郎博士｛モ深甚
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SMO N患者材料よDのマイコプラズ
、

マ分離の試み

甲野礼作，志賀定問，篠川旦，赤尾頼宣告（国立子研・ウイルス中央検査部〉

スモン患者の緑舌より高率托マイコプラズマが分離され，とれがマウス脳での滞留性その他の性

(1) 状で，従来報告された 7 イコプフス
・

7 と異左るととか志間等Kよョて報告された。

われわれもスモン患者材料，主として使よりマイコプラス
・

マの分離を試み， 一部升離菌の性状，

実験動物κ対する病原性』てつwて検査したので，その成績を報告する。

I 材料と方法

分離材料：岡山，東京，千葉の各地より拝思したスモン患者の咽頭抑ぐい液l O例，舌苔ぬぐ

い液4例，便2 0例，髄液4例についてマイコプラズマの検出を行ョた。

分離方法：咽頭良ぐい液，舌苔泊ぐい液はそのま込，使はD ifico PPLO Brothで 10%

乳剤を作り，ミo OQrpm 20分間遠心分離し，その上清を検査材料とした。

2) 
マイコプラス・ マの分青肪法はPurce] I ら の方法に準じて3 7℃で好気品a よび操気培養（ H2 

+ 1 0 % CO2混合気体で空気を置換した換気培養瓶内で行ーた）を行ーた。 接種したpp工0 -

Aga r平根は培養後4 B, 7 B vi:コ ロニーの発生の有無を観察した。 一方，同時f(PPLO- Broth 

k接種し ，増菌培歪、を行った試験管より，培養4 8, 7自に 一 白金耳をPPLO-Aga r平板K移植

してコロニ 一発生の有無を検査した。

検査材料はPPLO Broth 5代，めくら継代を行い，PPLO-Agar 平板でコロニ ー の認めら

れ乏いものを陰性とした。

マイコプラズでの同定は，形態と器量寒天K発育し乏し3 こと，拭血滑による発育阻止試験Kよー

た。

E 実 験 成 績

l）スモン患者材料よりのマイコプラズマの分離

材料別の分離成績を表l,2, 3, 4K示す。

日田頭泊ぐい液1 0例中6例，便2 0例中9 f'il](': 3代以降0めくら世代でマイコフラ ズマ様のコロ

= 0出現カ毛忍められたが，とれらむコロニ ー は定型的左N i PP I e をタにき周緑は不整で， 中心部

103ー



lそ伺白状構造を有するもので，t佳代は可能ではあるが， P P LO - 8 r o t h , Ag a r培地で増殖力が弱

一部のコロニ ー は継代1 0代きで増菌培養を行ョたが，増殖傾向が弱〈同定は不可能でるーた。ν、。

液

「l

νョダミ頭日因表l

採取月日

4 4.2. l 0 
II 

発病月日

8. 

9.20 

42. 

4 3. 
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i己
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ND 

ND 

Hう
ND 
ND 

内

n 5 43.10. 
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II 

II 

川町

肘
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。4 4.1 0. II 
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II 

II 

II 

II II 

44.2.15 

＊ 

2.10 

什うはでイコプラズマ療コロエ ー でるるが，定型的なNipp! eを欠き，周

辺は不整なものが多〈，中心部K網目状構造を有する。 継代は可能だが増

殖傾向が弱い。 同定は不可能でるる。

44. II 

使表2
離

気操
ND 

分

「｜一

菌

ND 

(-B 
t竹
村う
けう

ND 

好 気
（舟
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けう
けう
けう
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内
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1
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BA T細胞陀長けるMycoplasm a の汚染

尾形 学，輿水 馨（東大農学部家畜徴生物）

I はじめに

各種の培養細胞株vCMycopl a sma （以下Mと略）の潜在的汚染カ宅忍められるととは1 g 5 6 

年Robinson ら の む報告以来各国で追試がだされ，組愚培養を用いてウイルス学的検索を行左

うに際してはMの検索が必須士条件でるるととは多くの研究者氏よって認められている。 著者ら
6)

もわが国心各程培養細胞株6 0株中5 2株（86.7%）がM Vt:よョて汚染しているととをすでに明

らかにしている。

SMO Nの病因が京大・井上ら
4）

κ よってウイルス学的K検討され，新らしいウイルスが丹、離

されているが，本研究はスモン調査協議会の甲野会長より依頼を受け，井上らがクイノしス分離に使

用しているB AT 6細胞tこかけるMの汚染の有無Kっき検討したものでるる。 以下その研究の概

要を報告する。

JI 材料および方法

1）細胞：株：Mの汚染を検索した細胞株は京大 ・ 井上らKよョて樹立されたB AT 6細胞（ハ

ムスタ ー 皮下腫療のクロ ー ン化継代細胞）で，予防衛生研究所托企いて継代中のものを，甲野スモ

ン調査協議会長より送付を受けた。

2）分離培養基訟よび培安法：BA T細胞よりのMの分離Kは変法Adle r培地
6) t:,，よび変法

Edwa r d培地
6） を用い，好気的培査、なよび，CO2 1 0払N2 9 0%のガスを充満した操気的培

養法を併用した。 変法E dwa r d培地に細胞培養液の1,500 rpm, 5分遠沈上清を1日金耳塗抹す

る直接法と，交法A d I e r 培地K細胞培宝液のG l mt'を接種，3 7℃，3日増菌後，変法Edward

培1也氏移植し5～7日後 κ集落の発生を観察する増菌法を同時十ζ 行な n た。

めか［y co plasma株：著者らの丹離株はM ycoplasmε － BA T株，本間らが分離し同定

を依頼された株はMycopl asma-S T M株とされた。主研究 ι対照株として使用し，また家兎

免疫血清作製のため用いたMのうち，M. hominis-C ATCC,M. orale N-1,M. sal i

v a r i um C Hu p 1 2 7 , M. f e r me n t a n s C ATC Cは，久留米大・中村教授より，M.

hominis PG21,M neurolyticum PG28,M,hyorhinis PG29はD. G. ff 
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ている場合が多〈，今回のBA T細胞 のM. o ra 1 e による汚染も との例κ もれ乏い 。 一方，M,

hYo r h i ni sは ブタの鼻 腔常在菌でるるが， フ1流行性肺炎の二次的侵入因子，多発性諜膜炎公よ

C調節炎の病原因子とし ても知られている。 とのよう尤：ブタを宿主とするM_ hyo rh inis がいか怠

る経路で細胞扶汚染を来たしたかは不明である。 M. hyo r h i ni s の細胞株K台ける汚染については

1 9 6 4年Su t I e rら 2 ）が， HEp_
2

細胞を継代中K培養老が酸性K変ョて細包変性が公とり継

代が不言E K左 っ たものから 一種のMを分離したととに始さる。 とのMはG D L株と呼ばれていたが，
8) -後(I( Pur c el iら 陀よーしM,hyorhinis と同定された 。 M. hyo r h i n i sは 培養液中のブドウ糖

を分解し酸を産生し 生牧洋的活性も強いため ，各種の組織培養細胞K対し細胞変性宏事？とすととが

予想されゐ。著者らが行乏ョた実験Kよれば， HeLa細胞に対しては細胞変性効果は認められなか

ーたが，トリ腎初代培養細胞に対しては 明らか左変性効果を示した。

Mの組織培養汚知立培養細胞K影響を与えるのみ乏らず，共存するウイルスの増殖Kも種＆乏影
10 ） ー響を与えるととが知られている。 Rous eら はアァノ2型クイルスのプラジク形成がMの汚染

， 、 12) _ _ Kよョて抑制され るととτ，Vた，so mer so nら はフク A 肉腫ウイ／1，スの増殖が，M.orale
1 1 ) の感染陀よョて抑制され るととを明らか κ している。坂本 は鶏卵媛尿膜組織培養を用いて，

イYフルエンザウイ JレスとM. pn eum o nia eあるいはM,oraleとの同時感染がウイルスの増殖

抑制をなとすととを報告した。

とのよう κ組織培養に念けるM感染は，単に培歪細胞に影響を与えるのみならず，共存するウイ

ノレスの増殖Kも著しい影響をもたらすととが明らかにされている。 SMONV病因がウイノレス学的

K検索され各種の組織培告が使用されていると思われる。 もし，SMO Nをs low virus infe

c ti onの立場からその病因としてのウイルスを分離し ，さらにそのクイルスの性状を検討するの

でるれば，組織培養中 κ存在するMの影響は決して軽視できない ものでるろうと考える。
r 今団， BA T細胞から分離されたM. oral eは ，カナマイシソ60 /mtの濃度K耐性でる っ た。

とのM のカナマイシ ：.／ V[対する最高耐性度は測定され乏かョたが，著者 7 ）はさき(I( He L a細胞

汚染のM, homini sをカナマイシソで除去するととを試み，100/meでは除去されず， 1.0o o r r 

/mi,で除去しうるととを報告した。 しか し との援度のカナマイシンでも除去でき左ぃMも存 在する

ととも認められたので，ftJl胞株汚染Mの除去の確認は極めて慎重でだければ左ら乏い。 M-fr eeの

確認には人工培地Kよる培養法がもっとも確実であり必要と思われる。

V 要 約

SMO Nの病因のウイルス学的検索 κ使用されていゐBA T細胞(l(Mycop! a 田a （以下Mと

Ila ）が潜在的K汚染 してい るととを明らかKし，そのMの生物学的性状宏よび血清学的性状 を検討

するととK よョて同定を行なョむとれ らのMは2程領者； ti ＇釆接種BA T細包から著者らが 分離

JたMは嫌気性のM. or a I eと同定された。 でまた，京大・井上らのSMO Nウイルス接程BA T細
111ー



胞から医季師・本間ら陀よョて分離されたMはM-hyorhioisでるるととが明らか陀された。
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表1 対象患者と検体

性 大 便

患 者 例数 年齢 検体数／例数

男 女 （探便知問）

SMON 30 7 23 17へ,6 2 6 9/30 
「1 9 6 9. 6 1 6～1 2. 1 

非SMON 2 。 2 40, 6 4 2/2 
C 1 9 6 9. s ～ 9. 3 

言十 32 7 25 71/32 

念。た。 分離培地として，BT B乳癌寒天，D HL , SS,TCBS,NA Cの平板培地を使用し

た。 とのうちT C 8 SとN A Cは直接介離培養にのみ使用した。 t提査実施時期は1 9 7 0年3月で

2 ) 
あーた。 分離菌の同定は島内細菌同定法 によった。

E 成 績

病原腸内細菌の分離：S MO N患者l例（HK）の大使からSal E田ne I l a i nf anti sが分

離された。 また非S MO N患者l例（ y s ）より，s. ty Phimuri umカ牧出された。

赤痢菌，腸炎ピブリオなどの病原菌はすべてむ例に沿いて陰性であョた。 な合， S MO N患者l

例から緑膿菌が検出された。

症例  

4 6査員 平 S MON. 

1 9 6 9年2月初句から腰痛がるり， 2 ～ 3日後から下腹部痛を訴え軟便を伴ロた。 2月

に 病院内科で受診． 腹部圧痛，膝反射文進，下肢握動覚低下を認め，S MO Nと診断され

ステロイド投与が始められた。 2月 入院，以後経過良好で4月 退院，外来加療を受け

ていたが，4月末頃から足裏の知覚異常が出現した。 5月 頃から再び腹痛が始まり， 6月

より腹部症状が増悪したため，再燃として再入院し，ステロイドの増量投与が行なわれた。

しかし以後しだいに神経症状が増悪し，6月 より歩行不能と左った。7月末にはよ援にもし

びれ感が出現，以後土肢の脱力が進行した。8月初句K言語障害を認めるようKなーた。 8月

1![39. 4 ℃までの発熱あり3日で下熱したが，下痢は伴わ左かーた。 7月 に両側ともl. 2で

るーた視力が8月 には右G. 2，左0. 3 It[低下した。8月 より再び3 8. 7 ℃までの弛張

性の発熱るり，死亡2目前の8月 頃""iで持続した。 8月 より意識障害が出現し，しだ

いに昏睡状態と左り， 8月 死亡の転帰をとョた。 家族のうち長男は同じ頃S MO Nにかか。

たが軽症でほぼ全快し，他の3人は健康でるーた。 臨床検査成績では，白血球数が8月4日1 1, 2 0 0, 
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してはl回でも軟便または泥状使を排出した例はそれぞれの例に含

めた。 左孟r SMO N患者で例数・検体数とも表Iより少乏いのは，

大使C色調・性状を調べ左かョた例が除外されているからである。

N 考 察

SMO Nの必尭症状のlっとして腹部症状がるげられている。 その原因はまた
F
明らかで左いが，

われわれは胃腸炎，大腸炎の原因と在る既知の病原菌カ調与しているか否かを探る目的で今回の検

査を実施した。 今回はかえtり長期間保存された大使検体Kついて細菌学的検査を行左ーたので， サ

ルモネラや赤痢菌，とく陀腸炎ピブリオの検出Kは必ずしも良好な条件では乏かョたと考えられる。

しかし， 3 O例のS MO N患者のうちのl例からS.infanti sが検出された。 また非S MO N患

者2例中K l例 (l)S. ty phi mur i um VC:よる胃腸炎を発見できた。S.infanti sを分離したSMON

例は，本菌検出1 5日後に死亡しているが，その直接原因がサルモネラ感染であーたかどうかは不

明である M しかし，京菌検出前後に発熱をみたととからサルモネラ感染症を伴。ていたととは推定

できるo 小沢ら
1)

(l) サノレモネラ検出S MO N例も死亡しているととと今回の症例を考えるわせ 2

またSMO Nの経過が長期にわたり，腹部症状の再燃例も多〈， ステロイドの投与も頻繁であると

となどを考慮すれば， S MO N経過中Kサ .IL， モネラ感染を監視し，迅速適切左治療を試みるととが

重要であると思われる。

われわれは現在までK SMO N患者につき約1 0 0例近〈の細菌検査を行念ーてきたが，サルモ

ネラを含む既知病原菌の検出例は上記の1例のみでるる。 一方，小野川ら
6） 陀よれば1 9 6 6～ 

1 9 6 7年の東京者｜拘の小中学生かよび食品取り扱い者の健康保菌者検索陀台けるサルモネラ陽性

率はそれぞれ， 。14%と吐05%であーた。 S MO N患者陀合けるサノレモネラ保菌率が高いかどうか

を決めるKはまだ資料が不足でるるが，少左くともサルモネラがS MO Nの 一次的友病因であると

は考えに〈〈，むしろS MO N経過中陀サ λ，モネラ感染を公とすと不幸を転席を招く可能性がるる

ととを指摘したい。

V まとめ

岡山県井原市民病院に1 9 6 9年後半陀入院していたS MO N患者3 0 例公よび非S MO N例

2例（，てついて，その大使から病原腸内細菌の分離同定を試みた結果，S MO N患者1例から

Sa I mo ne I 1 a i n f an t i sを検出し，非S MON例（胃腸炎） 1例から s. typhimuri umを検出

した。赤痢菌その他の病原菌は検出されなか 9 た。

検査した大使は5 8婦の例で謀色衣いし緑色調を品、 びておF り，また泥状使が多い感じをうけた。

骨 ）＼，毛、ラ検出S MO N例は検出1 5日後K死亡した例でるる D SM 0 N経過中のサルモネラ感

染ο監視の必要性について考察を加えた。

12ト
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岡山県 S MO N 患者の細菌血清学的検査成績

2. サルモネラ ・ 赤痢菌に対する血清凝集素価

中谷林太郎，山崎恵子，吉田洋子，犬上洋子，扇和子，中野英一 ，後藤延ー（国立公衆衛生

院衛生微生物学部）島田宣浩（岡山大学医学部第一内科教室） 広田滋，高木新，岩野郁造

（岡山県井原市民病院）甲野礼作，石井慶蔵（国立予防衛生研究所ウイルス中央検査部）

I はじめに

さき κ 岡！斗県井原市民病院入院S MO N患者の大使からのサルモネラ・赤痢菌等の分離間定を

実施した成績を報告した
1） 。 ととではその時の患者の血清と，その後別の患者たよひ

・対照例から

採取された血清とについて，サルモネラ ・ 赤痢菌による感染を調べる目的で抗体保有状態を検査し

た成績を報告する。

Il 材料と方法

対象患者と血滑検体：表lなよび表2 ￥（示すように，井原市民病院VCI96 9 年後半から

1 9 7 0年8 月きでK入院中のS MO N患者（ 5 0例），岡山大学第一 内科入院S MO N患者（ 10

例）から評取された血清と非S MO N例（6 0例）からの血滑について検査した。 1 9 6 9年の井
.-.- 1) 

原市民病院S MO N患者36 例からは，採使と平付して ’ ， 時期を異κ して数回評畠されていた

ので，実際に検査した血清検体締ま1 0 6検体でるーたが，本稿κ示す成績の中には各例Kついて

l検体のみの値を取 f て集計した。 対照例は健康者，非S MO N患者から構成されていたが，性別

分布がS MO N群とやや異左ョていた。血清は検査するさでー2 0℃陀凍結保存さ れていた。

表1 サルモネラ・赤痢菌K対ナる血清抗体価検査の対象と検体数

象 例数 採血時期 地出或i或 検体数
女

S MON 60 1 6 44 1 9 6 9年6月 ～ 井原市 130 1 9 7 0年8月 岡山市

1 9 6 8年1 2月～ 井原市
要ドSMON 60 32 28 

1 9 7 0年10月 岡山市 60 
東京都

言十 120 48 72 190 

抗原；サルモネラ；つぎの3株を用いた。 Salmonel !a melea11:ridis H6 l（抗関鋒金，旦J..Q
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である。 とれらの例陀は：／ .＇／ ネ菌感染が る。たととをつよく示唆する 。 ナ左わち S M O  N患者の中

K も赤痢感染経過者が混在していると考えられる 。

表2 S MO N患者合よび非 S MO N例の地域男II・年次別κ 見たサルモネラ・
赤事向菌K対する 平均血清抗体価

平 均 凝 集 系"*" 価※

対 象 伊撒 S meleagr idi s s tylX).出uri 11m S.infantis §. fle:xreri S son.rei 

。 H 。 H 。 H 2a 

SMON 宍掠－69 36 12 12 12 19 22 17 16 10 

非SMON耕京一69 3 10 16 10 10 10 20 13 10 

SMON ヂ源一70 14 11 11 12 132 46 14 31 10 

非SMON ヂ掠－70 11 11 13 11 27 13 17 15 10 

SMON 岡U上ー70 10 12 12 12 130 21 19 23 10 

�-1:SMON岡山一70 8 12 12 13 134 24 16 17 10 

非SMON東京 38 10 13 10 30 17 16 18 11 

SMON （総計） 60 12 11 12 41 25 17 19 10 

非SMON（総計 ） 60 11 13 11 33 17 16 17 11 

※血清希釈倍数

地 域男II ・ 年次別の抗体価：ょのようなS MO N群と非S MO N群�＇（ j;,·ける ，一部の菌型唱しくは

抗原K対する抗体価が高何事実は，地域的・年次的えと偏りに基づくものか否かを検討する意味で，

表2のように対象を区分し，平均凝集素価 の比較を行左nてみ た。 とれから明らか左ように，s

ty p h imu r i um. H抗体価は1 9 7 0年の井原市民病院 S M O  N群 κ高かョたとと，第一内科の例で

は両群とも κ 高かョたととで ある。 きた非S MO N群東京の場合もやや高い平均値を示した。 豆．

in fant is O抗体価にも同じ傾向がみられ，井原市民病院の 1 9 7 0主 S M O  N群でと＜ V(高かーた。

以上のととから，S MO N群と非 S M 0 N群を全体として比較したときK認められた抗体価の有意

差は，主として井原 地区S M O  N患者， と くVC1 97 0年の患者Kよるものでるるととが明らかに

左ーた。

サルモネラ介離患者の血清抗体価：SM O N症例  （豆. in fant i s分離，死亡例）
1 

）の 死

亡前1 5目前K採血し た血清の凝集紫価は，いずれの抗原に対しでも2 0倍以下であーた。非，SMON

 症例  ( S . typh imu ri m分離） より，腹痛・発熱のみられた日！から 2日後（ I 9 6 9年9

月2 6日） V(採血され た血清κついて調べた結果では ，？.me l ea gri dis H抗原に対し4 0倍 ，

S, flexner i 2aV(2 0倍の値が示され たのみで，他の抗原K対しては2 0倍以下でるーた。 との

採血日より4日後に探便され た大使から，今回の実験で抗原のひとつに用いたS. typhimurium 
126-



     

     

  

     

   

     

   

           

 

      

   

   

  

 
  

    

 

 

  

 

   



モネラと2型のす痢菌K対する凝集素価を測定した。

SMO N群では，Salmoae! la inf antis O凝集素価，＆よびs. typhimur i 咽 H凝集素価

が，非S MO N群に比較して高い値を示した。 との傾向は井原市民病院患者陀つよくみられた。 と

れは同病院S MON患者の中にはO抗原（ 3_, 10 ）をもっ菌の感染を伍直したものがるョた可能性

を示唆ナる。 他の菌型左いし抗原K対しては両群間K差は左〈，値も低かョた。

両群V(Sh i g el I a 豆旦旦旦三i k対する抗伴価を認めたものがl～2例ずつあり，とれらは玄菌に

よる感染がるョたととをつよく示 する。

細菌血清学的検査知見からみたS MO Nの発生機序について考察をのべた。

（非スモン患者血清のど分与を載いた順天堂大学医学部小酒井望教授K深謝する ロ ）
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SM 0 N患者になける細菌血清学的検索

小沢 敦，後底甚作，小島逸子，片岡喜久雄（国立東京第二病院）

I はじめに

SMO N とい う病気の病因については感染説をはじめ としてビタミン欠乏，代謝障害，薬物中毒など

いろいろな仮説が論議されているが，いまだにその本態については結論が出されていないのが現状であ

ろう。 一般的にい って腹部症状（腹痛，下痢など）が神経症状にかならず先行するということが SMON

に特徴的な一つの臨床像であることから，われわれは患者糞便中の細菌叢を定量的に追跡して ，これを

正常健康人糞便中の細菌叢の生態勃守解析の結果と比較検討 すると ともに 患者血清中の免疫グロプリン

の定量 と 各種血清反応による抗体価の追跡を こころみたのでそれらの結果について報告したい と思う。

E 方 法

国立病院 SMO N共同研究班診断基準にもとづいて確実に SMON と診断された患者について排出糞

便中の各種細菌叢（ obl i 疋a te anaerobe s を含めての検索であるがBacteroides,

Cate nabacter i田n, Ve illonell a 等の無芽胞嫌気性菌についての積極的な検索はし なか

った）を定量的に評価し これを正常健康人のものと比較検討した。 そして SMON患者 で両側性沈降性

肺炎を合併して死亡した1例の糞便から Sa I mo n e I I a me I ea gr i d i s を分離したので該菌と

SMON 患者 4 6 例の血清および健康人 2 3 例，肺結核患者 8 例 ，稽尿病患者 8 例 ，下痢患者 7 例の血

清を用いて定量的凝集反応を実施しその凝集素価を比較検討した。血 清学的検索 としては患者血清を用

いてA SL O 反応，C R P テスト ，寒冷凝集反応， Paul-Bunnel l 反応，L E テスト ，R A テス

ト， Wida l 反応，梅毒血清反応を施行すると同時に総蛋白量の測定，オキソイド膜電気泳動法によ

る血清蛋自分画，免疫電気泳動，薄層ゲル伊過法（TLG）およびパルチゲンによる免疫グロプリンの

定量を実施した。

直 成 績

(1）細菌学的検索： SMON患者の2 0例についての糞便1 g当りの各種細菌叢を定量的に 追跡した

結果E coli, Enterococcus, Lactobaci I lu s はすべての患者から 検出され1 0 6～ 

1 0 g の幅をもって菌数の変動を示した。 一方，Klebsiella は2 0例中1 7例に検出され10 4 
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は 2 0 例中 1 8 例においてep idermidis の幅をもって変動し， Staphylococcus～1 0 g 

は 2 0 例中 1 4 例において検出され1 o
2 

の間で大きく動揺している。 Candida検出され 1 0 1～1 0 6

～ 1 0 5 p erfringens( 2 o 例中5例），

等が出没しているのCitrobacter Proteus vulgaris, 

が観察される。そして 2 例の SMON患者の糞便から Salmone 11 a

の問で動揺していた。その他 Clostrid i凶n

Proteus mirabilis, 

1 0 7個がme 1 ea定rid i s 

1 , 2) C Fig. 1 0 6 個検出された。治：bredeney_ Sa lmon ella 
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1例の糞便1 g当りの各種細菌叢を定量的つぎに正常健康人C 4 o才～5 0才の女性） 1 

に追跡した結果S MO N患者の場合と比較してその様相が異なり菌叢の上にかなりな動揺が

は1 1例中1 0例において検出されたが，菌

Lac to b a c i l l u sは全例から検出されたが

Enterococcus みられた。 すなわちE・c0 l i 

叢の動揺ははげしくかなりなばらつきがみとめられた。

は1 1例中9

epidermidis 
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' 8 1 0 ～1 0 
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(2）血清学的検索

前述したように死亡した SMON患者糞便より分離された Salmonella melea.i;?ridi s の生

菌と1 0 0℃1時間加熱死菌（菌液の濃度は540mµのフィルタ ーで透過率61 %にあわせた） を用

いて SMON患者46例の血清との間で定量的凝集反応を実施し（ 3 7℃の温浴中で1昼夜放置後判定）

その凝集抗体価を追跡した。 その結果，46例中40例に凝集抗体がみとめられ加熱死菌にたいする抗

体価は生菌のそれより高く評価される傾向にあった。 そのうち 8 0 倍以上の抗体価を示したものが 3 2

例ありそのうち16 0倍以上の抗体価を示したものが1 6例あった。 （Fi g・ 4, 5) 

これに反し，正常健康人 2 3 例，肺結核患者 8 例，糖尿病患者 8 例，下痢患者 7 例，計 4 6 例の血清

における Salmοn ella meleagridi s にたいする凝集抗体価を検討すると46例中1 9例に凝

集抗体価がみとめられそのうち8 0倍以上の抗体価を示したものは下痢患者血清1例のみであった。

(Fig. 6 , 7）。

以上のように SMO N患者血清 中には非 SMO N患者に 比較して Sa I mo n e I I a me I e.a gr i d i s 

にたいしてかなり高い凝集抗体がみとめられたが，これらの凝集抗体は50℃の温浴中で凝集反応をお

こなった場合に強く抑制される傾向がみとめられた（Fi g・ 8）。

一方血清蛋自分画の分析により免疫グロプリンの定量的追跡をおこなった結果，I gG の増強をみと

めたもの 7 例，I gG の減少をみとめたもの 7 例，I gM の増強をみとめたもの 8 例，I gM の減少を

みとめたもの1例，I gA の減少をみとめたものl例あった。 その中の一部の成績はTable Iに示

される通りであ る。

また各種血清反応においては特にみとむべき変化はなかったがC R P陽性のものが2例，RA テスト

陽性のもの4例，Widal 反 応で比較的高値を示したものが5例みとめられた（Table 2, 3 , 4 , s）。

Tab! e I Ser u田prote I n a na I y • i • on SMON pa ti e n  t・

P且ti en t’ a Sex Total Serum Prate in fr皿tions lmnuno・ TL G mg/d! par ti gen mg/di 
and Pr。 c eln 

 •11• 〈ι／di) Alh α 1 α ’ Ii T e I ec trophor e si • A-fr G·Cr M-Cr lrG lgA lgM 

 ♀45 7. 6 5 5.4 SA IO.! I 2.1 16.9 lirMノ 4260 I 880 1480 960 92.0 300.0 

 ♀31 7 . 2  5 3.5 6.4 12.8 13.4 I 5.9 IgMノ 5150 I 29 0 960 も92.5 21 3.6 2 33.5 

 6. 8 6 5.0 3.9 9.4 1 0.0 11 7 Norma I 4580 1340 88 0 980.0 !76.0 175.0 

 6. 8 55.8 6.7 12.5 9.2 I 5.8 [gG '\. 4850 2750 893 7 20.0 23.2.0 I 57.5 

早62 6. 5 6 5.7 4.6 I 1.4 9.2 9.2 !gM 、
＼ IgG 

4700 I I 20 6 25 510 264 50 

 7 . 2  66.0 4.6 7.8 7.0 14. 7 Norma I 4410 1950 835 1180 142 100 

 7. 8 53.3 4.3 9.8 I 3.6 19.0 lgGノ ‘ 9 20 2280 5 85 1600 480 120 

 7. 5 68.8 2.5 3.3 I 0.7 14.7 Norma I '3 20 2220 965 1320 328 I 02.5 

 ♀56 8. 3 59.2 6』 1f, I 0.9 163 llA 、
、[gM 

4600 19 70 8 24 876 92.0 90.0 

 ♀57 6. 5 58.6 5.3 8.3 11.3 115 l gG 、 4500 I 3 00 710 86 0 280 I 87.5 

♀49 6. 3 7 35 3.8 5.2 9.5 lirG 、 3710 I 550 IO 30 735 244 I 42.5 
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Agglutinating antibodies aga.,inst Salmonella meleagridis appearing 
in the sera derived from the patients with pulmonary tuberculosis, 
diabetesmellitUs and diarrhoea. 
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北大阪地区S MO N患者の細菌血清学的検索

三輪谷 俊夫（阪大徴研〉

I はじめに

スモン調査研究協議会の病原涯員として腸内細菌に関 する研究に参加する よう呼びかけられ た私

として， SMO N にみられ る腹部症状から， 細菌特句検索目標に 腸管感染原因菌のうち Sal morr,el la, 

Sh i g e I 1 a, C 1 o st r i d i um，腸炎ピブリオおよび病原ブドウ球菌を重視した。昭和 4 1 年の

ことだったと思うが， 大阪府立病院に入院中の SMON患若の糞便から Sa Im o  n e 1 1 a ( C また

はE1群）が高頻度に分離さ れ， 且つこの 分離棋に対する患者血清の凝集価が比較的特異的に上昇

していると い う私信をえていたため ， 当初は特にSa lmon e 11 a に重点をおき， 日常検査術式に

従って昭和 4 5 年 1 月より横索を開始した。

IT 材料および方法

1）患者材料：いずれ も北大阪地区にある吹田市民病院， 新千里病院， 阪大病院， 徴研病院および

大手前病院に通院または入院中の SMON患者（確定診断のもののみ〉より採取されたものである。

2）糞便の培養倹査法：説明を簡略にするため患者糞便の細菌培養検査の進め方を表 1 にまとめた。

これ は細菌性食中毒を含む急性胃腸炎の とき の日常時法
1 ）

である。 但し ， C lostridium 

に関しては ， 食中毒の際には検査材料（増菌 の場合も）を 1 0 0 ℃ 6 0 分 加熱するが， SMON 

患者のときは 6 0 ℃ 6 0 分加 熱することにした。

3) SMON患者の 血清学的検索：大阪府立病院にお い て昭和 4 1 年度にSMO N患者の糞便より

分離した Sa lmonella (E 1 群〉のb撚（ 1 0 0 ℃， 2 時間）死菌， ホノレマリン（ 0. 5 of, ) 

死菌に 対する SMON患者血清中味線価を検ベた。術式はWida 1 反応に準じたが， 小ull
の示唆により反応条件は 3 7 ℃および 5 0 ℃の湯槽中にて 1 5 ～ 1 8 時間反応させてのち肉眼的

に判定した。

4) リコール〈髄液）よりの病原細菌およびMycopl asma の培養倹査法：病原細菌に関しては

血液寒天， TG C ブイヨン， Trypticase Soy brot h を用い， Mycop 1 asma に関
2) 

しては尾形ら
’
の方法にのっと り次の培地を用いた。
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表1 患者糞便の細菌培養検査の進め方

一部凍結保存（ -2 5 ℃ま たは－ 9 0 ℃） 
（再検またはウイルス検査にあてる）

(4 3℃18-24時間培養）I tff気培養
｜サルモネラ周卜・ 一一－一ー ウハ一一－けトナSS寒天：赤痢菌，サルモネラ
糞便約1 r;.を1 omfのセレナイト培地ま片｜ ( 3 7℃18-24時間培養）
たはHajna のテトラチオン酸塩培地 ；（ド DH L寒天：赤痢菌，サルモネラ，

I I .. ・ ター，病原大腸菌( 3 7℃1 8-2 4時間培養）： ！ - -＇＿一ーー一一一一一－－一一J I C 31℃18-24時間培養）

GN (gr am negative）ブイヨン

(3 7℃12-1時間培養）
腸炎ピブリオ用トーーー一一ー一一「 ー →怜BTBティポール寒天：腸炎ピブリオ

( 3 7℃18-24時間培養）
4必食塩加ベプトン水また は
2�食塩加コリスチンブイョγ

」ーー＋ゆ TCB S 寒天：コレラ菌，腸炎ピブリオ
(3 7℃1 8-2 4時間培養）

食塩卵寒天またはP P 培地 ：ブドウ球商
( 37℃20-40時間培養〉

血液寒天：ブドウ球菌，腸球菌，未知病
原菌，基礎培地として

斗ウエレ
( 3 7℃ 48-72時間培養♂ユ菌用卜一ー・・ーーー一ーーー
後60℃60分加熱）： {

PEA アザイドカンテン
各種寒天培地

クックドミート培地または
TG C 培地
（煮沸急冷後材料を接種し，

詮）

: I 糞便を1 00℃60分煮沸
I II 嫌気培養

ゴム ｜』＝ヰ＝

L一宇4- cw 卵黄寒天またはL EM (lactose
egg milk）培地：ウエルシユ菌

a）分離用培地 ( My c o p I a sma 用）

Difco-PPLO agar 

( 3 7 ℃1 8 -2 4時間培養）

メソプラン・フィルタ ー （ 0.2µ ）. 壇過滅菌ウマ血清

2 5労酵母（ニツテン）加熱抽出液

0.2労D NA ( t h ym us ) ( N BC )

M-K2HP4
-"146-
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Salmon e 11 a, Shi ge 11 a は噴出されなかった。しかし，Clostrid i 田n に関して

は 15/1 8例に倹出され，しかも1倹体より1～3種類の菌種が認められている。

このように高頻度にC lostridium属菌が検出されたため，非SMO Nの糞慣材料5 0例

について表4に示す術式に従ってClostridium属菌の検索を試みたところ，表5に示すよ

表4 Clostridium属菌の培養倹査法

7
一部費結保存（『90℃）

: 1グラムずつクッグドミ ー ト培地；
一一 一ーー一一一

I
一一一一一

60℃， 1時間加熱

（直接加熱） ↓ ( 3 7℃，48時間）

; Zeissler : 

: gl 底部e bl叫a伊r ； 
I LEM 

: cw寒天」一一一 1
二�：. .；ー嫌気構

レ プリカ法｜

「一
｜嫌気的」

：＿オ 3 7℃，48時間培養

Clostridium属菌の同定

うに分離培養法によって検出率に多少のずれがみられるが，綜括的にみて4 9/5り例の高頻度で

Clostridium属菌が検出された。

以上のま口〈菌の検索にあたって今までのところS刈O Nに持有なものは検出していない。
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形，豊倉
；，

）によって動物実験で実証された。 その他多くの人々によってキノホルムが SMO N の重

要な原因物質であるらしいという証拠が提出されている。 著者らはニワトリのヒナを用いて， キノ

ホルム投与による SMO N様症状の発現と腸管感染の関係を追求している。

V 結 論

北大阪地区にある吹田市民病院， 新千里病院， 阪大病院， 徴研病院および大手前病院より提出さ

れた S MON 患者（通院または入院中の確定診断がくだされたもののみ）材料について細菌学的お

よび血清勃守検索を行なったo

1）糞便6 5検体について腸管感染症の原因菌の検索を行なったが p
C I o s t r i d i um 属菌以外

は陰性であった。 C lostridiwn 属菌は 3 5/6 5の検出率であったが， 非 SMO N の糞便か

らの暁出率は 49 /5りであり， 菌種， および菌量からみて SMO N の場合の方が検出率は低い。

2）大阪府立病院において SMO N患者の糞便孟り分離された S a I mon e 11 a E 1群株に対する

凝集価を SMON患者血清3 8例について検べたが， 凝集価の特異的な上昇は認められなかった。

3) リコ ー ル1 3例について病原菌とくに Mycoplasma の検索を試みたが陰性であった。

共同研究者：

倉堀知弘， 竹由美文， 今村邦男， 大川貞二， 上村高明

文 献

1）三輪谷俊夫：腸管感染症の細菌学的倹索， 臨床倹査， 14(12), 139～1 4 6 ·' 1 9 7 0

2）小沢敦ぽか： S MON の週辺 一 特に細菌血清学的な立場からー医療， 24(9), 23～3 1 ,

昭和4 5年

3）吉岡正則， 田村善蔵：S MO N患者の緑色色素の本態， 医学のあゆみ， 74(7), 320～3 22 
I 

1 9 7 0 

4）椿 忠雄ぽか： SMON の原因について， 日本神経学会第3 4団関東地方会発表，

1 9 7 0年9月5日

s）井形昭弘， 豊倉康夫：キノホルムによる神経系障害に関する研究ーー キノホルム静注家兎におけ

る末梢神時障害， 医学のあゆみ， 75(6), 3り9～310, 1970 
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スモン患者の腸内細菌叢とキノホ Fレム

中谷林太郎，中野英 一，山崎恵子，吉田洋子，犬上洋子，扇和子，後藤延ー （国立公衆衛

生院），光岡知足（理化学研究所），井形昭弘（東京大学脳研究所），小沢敦，後藤甚作

（国立東京第二病院），大村 一郎（国立呉病 院）

I 緒 論

腹部症状が スモンの必発症状の一つであるこ とから，スモンの病原を探るためには，細菌学的に

も十分な検討が行なわれなければならない。その研究のー っとして，われわれはスモン患者の腸内

細菌叢が ，健康人 のそれと比較して変化がみられるか否か，もしみられるとす れ ば，いかな る種類

の菌群に増加または減少がみられるかを明らかにし，それが， スモンとどのよう必関係にあるかを

検討するため研究を行なった。

:rr 材料および方法

検査材料：表 1 に示すように，国立 呉病院入院スモン患者（ 1 9 7 0 年 5 月 2 9 日） 1 0 例と，

東大神経内科 の入院および外来患 者を主とする東

京地域のスモン患者4 1例（ 1 9 7 0年6月～

1 2 月）の新鮮 排唯便を用いた。 これらの患者の

病期は単 一 ではなく，摺青後数年のものも新鮮患

者も含まれていて，また服部症状も必ずしも一定

でなく，と くに検体採取時に下痢を呈していた

例は比較的少数であった。な お 対象として引用し

た健康人大使の細菌叢は，すでに光岡（発表予定）

表1.埼査 対 象

対 例数 fコh 号ロヰ・

呉 1 0 

スモン患者｜
東 京※

5 1 

4 1 

建康人｜ 東京 3 5 3 5 

※ 東大，三楽．中島，関東 中央，東京
医科歯科大の各病院

が 2 3 才～ 8 5 才の成人について検査した 3 5 例の成績である。厳密な意味での対照としては，各

スモン例に適切に対応する非スモン例をとるべきであったが，現在の段階で大まかな目安をつける

という意味では，これを対照と して比較することで十分な意味があると考えたの

検体の処理：腸内細菌壌のパランスは，排便後きわめて急速に変化しやすいので，検体は華鮮排

出便を用い，輸送する場合には，嫌気的に保存した o.o s% L-cystein HCL 0H20,

0.1 % aga r 加B r a i n h e a r t i n f US i n O b r O t h ( Di f C O ) 9 me に約 1 9-の検

体をとりこれを氷冷し，極力菌叢の変化を防ぐ借置をとった，検査は排便後できるだけ短時間内に

守ない，長くとも2 4時間以内には培地への接種が終わるようにした。
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た。

Lac t obacillu sは菌数としては健康人で大便中の総菌数の0. l O"'＂ 足らずを占めるにすぎな

い菌群であるが常に検出されるのに対し ， スモン患者では検出率7 8 0-0 に低下し ，また検出例にお

ける 菌肢も減少していることが認められた。

一方S treptoc occu sやEntero bacte riac ea e の菌群は ，両群とも全例に検出さ

れてはいるが，菌数を比較すると ． ス モン患音詳の方がやや多い傾向にあることが観察された。

Veillonella に関しては ，両鮮問に検出率の差はなかったが，検出例における菌設は， スモ

ン患者群の方がかなり高かった。

Staphyloc occu sはスモン患者詳での後出率が著明に低下していた反面，険出例の菌数は

逆にスモン患者群において増加していることがうかがわれた。

Clos tr id iu mおよびYea s tも， 体出率はスモン患者群では低かったが， 菌数には差がみ

られなかった， その他の荷群に関しては， 両群とも筒出例が少ないので比較は困難である。

なお， Enter o ba ct er i a c ea eに属する菌群中 で， 通常は優勢を示す乳糖発特性大腸菌の

菌数が比較的少々い例が多く， それに代って乳頭非発弾性胃（Prot eus, Citrobac te r等〉

ゃKlebsiell 生などが多く認められる場合が少なからずあった。

表3 健康人とスモン患者の腸内細荷叢 の比較

健康人大使 l 3 5伊lj J スモン患者った便 ( 5 1例〉
種 ーす 均a 情出率 平 均 a. 同出率

( 1 og/9) 精出範屈b
（係〉 ( log／れ 検出範担b （労）

Bacteroidac田 e 1 0.2 8.1～11 ヨ 97 9.2 6.2～1 o. 8 9 6 

Catenabacteri um 9.7 7.3～1 0. 9 9 1 8. 7 3.8～10. 5 7 5 

Bificb凶cterium 9.9 8.3～1 0. 7 94 8.8 5. 7～1 0. t 82 

Peptostreptococcus 8. 7 3.0～1 0.4 34 8.3 6.4、ー10 白 O 3 3 

L actobaci 1 lus 7.4 3.7～ 9 8 1 0 0 6.5 3.0～ 9.1 7 8 

S treotococcus 8.ヨ 5. 3～10.6 100 8. 7 4.5～1 0.6 1 0 0 

Enterobacteri aceae 1 8.:2 4.1～1 0. 5 1 0 U 8.4 4. 7～1 0.3 1 U U 

C lost ri di um 6.:2 3.2～ 9.0 6 7 5. 9 2.5～ 9.1 49 

Vei llmella -1.5 2 司
q 、ー 93 6 7 6.9 2.3～ 9 3 65 

Sta凶ylococcus 3.9 2.3～ 7.3 94 5.2 2.2～1 0. 1 6 1 

Bacillus 3.1 2.6～ 3.5 5.7 6..! 2.6～ 8.3 2 U 

lVIo1d 2.5 2. 3～ 3り 1 4 3.2 3.2 2.0 

Yeast 3.8 2. 3～ 6.9 7 4 4.2 2.3～ 8 7 5 9 

Total 1 0. 7 9 9～l 1.2 1 0.0 5.9～110 

a 同出された例のみの平均値 b 全く快出されない例を除く
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E 考 察

これらの結果より投与薬剤を調べると，キノホルム（ 1日2 g ）とフマル酸第一教を服用している

ことがわか った。 正常人尿に0.2 5 %キノホルムのメタノ ール溶液を滴下しでも縁色は生じなかった。

さらに第二鉄塩を加えたところ緑 色となった。 したがって吸収されたキノホルムと同じく服用してい

た鉄剤 と反応して尿カ緑色を呈したと思われる。

以上，述べた様にS MO N患者の尿中にはキノホルムが抱合体としてではなく，鉄キレ ー トあるい

は遊離のかたらで多量に（投与量のi O吾程度）排世されていたが，この事実はSMONの病因解明

に大きな手懸りとなるだろう。

N 要
ヒ＝，
s 

SMON患者の緑尿，緑便に含まれる緑色物質はキノホルムの鉄（阻）キレ ー トであったo

なお，この繰尿中には多量の遊離キノホルムが排池されていた。

文 献

1）井形，高須，豊倉：医学のあゆみ，72,539,1970，同，72,637 ,1970

2 ）井形，長谷部，辻：日本軍事新報，瓜2421 ,P25,197 0

3）吉岡，田村：医学のあゆみ，74, 320 ,197 0
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Iのカラムでキノホ／レムに一致するピークを認めた。〈図1参照）。 またピリジン’抽出後の残濫を酢酸

エチルと無水トリフ fレオロ酢酸によってT FA化しながら抽出するとさらに多量のキノホルムが検出さ

れ ，2%0V-l 7 ,  2%XF- l 1 0 5のカラムによっても検出された a 従って緑色舌苔にキノホノレ

ムが含まれることは確実である。

\ ,hi,o'rmT 

�l

コ t;•' (1＼二 l. l 戸n·"' c.;iF-1. 15, 1· 

cliinofoτ111 ・ TFA

図1 緑色舌苔からのキノホルムの検出（検出禁： ；水素炎イオン化検出器）

E 考 察

さきに科学警察研究所の孤塚氏らによってSMONの録色舌苔中に異常に多量のヨウ素が含まれてい

ることが発見され，L）これがキノホ／レムであると推定されていたが ・上記の実裳事実からキノホルムの

存在が確認された r 従って舌苔中の縁色物質も緑尿や緑便と同様にキノホルムの Fg＋キレ ー トであるこ

とが確実となった。2)
つ＋

キノホルムおよびF； キレ ー トがS :MON患者の舌苔に蓄積される慨は今後解明すべき問題であろ

O
 

F
内ノ

IV 要
U
日

SMON患者の緑色舌苔にもキノホノレムが含まれていることが判明したc

文 献

1 ）孤塚寛，f也：医学のあゆみ ， 75 ,372 , 19 70

2）今成，田村：医学のあゆみ， 75 ,547 . 1970
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E急性中毒とし，薬量レベ ル はI O O O mg/kg; ,4 5 0 mg/kg群は2日間隔で計4回，I 50mg/ 

kg, 5 0 mg/kg群は連日1 0閉経口投与した。

3）組織からの抽出および査光比色

クロロホルム抽出も可能であるが，ガスクロマトグラフ用試料と兼用の場合不都合であるので，ベ ン

ゼンを採用したo

対照群の組織も相当程度の盲蛍光を呈するので，対照群の数匹からのそれぞれの組織を混合平均し，

これにキノホルム標晶一 定量を添加して内部標準を毎回作製し，蛍光比色の基準としたの

抽出の操作を図式で示した（表1 ）。蛍光比色は八木式徴量蛍光光度計（UM-S型）を使用し，励

起光選択フィ ルタ ーU v-v
1

，励起光遮断フィ ル タ ーUV-0
1
，蛍光遇尺フ ィ ルタ－FL-B！！を選

んだD

表 l

試料（約4 0 0～7 0 0 mg)* 

冷ヘキサンて粗にホモジナイズ

軽 く
｜

遠 沈

沈 痘 上 清
、

対 回 群 実験群

5 µg/me ベンゼン ベンセ．ン ベンゼン
キノホ／レム 1.0 r.ze 3.0 me 3.0 me

＋ 

ベンゼン2.0 尻t

対 照 群

握 邑

充分にホモジナイズ

遠沈3000rpm
3 0分以上

実験群

5µ広角t ベンゼン ベンゼン ベンゼン
キノホルム 1. 0 mt 3.0 me 3. 0 沼d

＋ ｜ ｜ 

ベンゼン2.0me I i 

振 置

／上 清

ア七トン0.5me

2 mtvr 1ztちタノー／レ
溶液0.5 me 

振 重

遠沈3000rpm
3 ciヤ上＼

上 清 沈撞

沈撞
／ 

レノタメ

！

＋
m

A
9

r、
J

i

Z
U

1

2
 

J山

液
－

溶

接

蛍光比色

＊ 対照群試料は，数匹分の試料を磨砕し，これより検体担当重量をとり，平均された対照とし
て使用する。但し通常内部標準法をとるから対照群は 2倍畳を使用する。

F
D
 

βd
 

噌且r



 

  

 

 

        

          

             

      

        

   

      

     

      

     

   

 
   

     

      

     

  

 

   

  

 

   

 

 

 

 

  

 

   

  



    

    

   

   

      

      

 
 

 

 

 

   

   

 



 

                 

  

         

  

 

 

   

         

 

 



 

    

 

   

 



  

   

    

     

                               

     

 

 

 
 

 

 

 

   
 

  

 
    

 

 

  

 

 

 

 
 

  

 

 

  

 
 



   

   

       

             

             

 

 

 

 

 

        

  

 



 

  

 
 

 

 
 

  
 

   

 

 

                                                

        



 

 

           

  

 

  

   



 

 

  

 

    

         

       

      

       

 

  
 

  

 

 



N 考 察

これまでの知見を総合するとキノホルムの主な代謝排世経路はつぎのようになる。

ホノレム一己ヱ

図の実線は従来から知られていた系路であり，点線はキノホルムを投与された患者の原および抱合能

を上まわる量のキノホルムを投与されたウサギの血清，尿，胆汁を用いて著者らが実証したものである。

しかしこの測定法で抱合体の一部が遊離型として測り込まれる可能性が残るので，今後キノホノレムのグ

ルグロナイドおよひ硫酸エステノレを合成し，これらを含めて信頼性の高い分析法を確立して行く必要が

ある。

V 要
ヒ＝，

日

抱合能を上まわる量のギノホノレムが消化管から吸収されると非抱合型のキノホルムが体内を廻り，胆

汁や尿に排世されることがわかった。
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る特異的な吸着および溶出を検討した。

a 吸 着

キノホノレムの溶液 に ア ノレミナを加え振歯するとキノホ／レムを完全に 吸着し，有機溶媒中でこの アルミ

ナに紫外線をあてると黄色の蛍光 を発する（Feigl:Spot Tests）。特に アセトン，酢酸エチル

中での盛光は目による鑑別に感度がよい。 2 0～3 0 mgの アルミナを用いれば絶対量0. 3 µgの検出

も可能であり，スクリ ー ニンク
・
テストとして役立つ。

b 溶 出

－.§.アルミナに吸着したキノホ／レムは種々の有機溶媒で溶出されない。 アルミナの溶解を最少限にお

さえ，キノホ ル ムを能率よく溶出する条件を検討した結果，NaF溶液を加え， よく振歯し た後， ベγ

ゼン抽出を行なう方法を見出した。

3. 生体試料からの抽出

キノホノレムは生体試料中の高分子物質に強く吸着される傾向があるO そこで抽出方法を種々検討した

結果，溶離剤としてピリジン，抽出剤としてベンゼンを用いる方法が最良であった。

以上，検討の結果より図I，図2に示す分析操作法を設定し たO
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1 0 0 j 20 I ｜〆 100 I 
C会 f ル： G

D 

？乙 1 0 ｜／ 50 

F 

？〆
jl.F 

2hr 4hr 2 hr 4hr 2hr 4hr 

Total Free 
C

onjugate 

健常者の平均値士 2σ

図

J[ 結果と考察

表に示すようにS MO N患者1 0 例¢殆どが他の肝機能検査で正常と見なされるにも拘らず本負荷試

験では健常者との聞に有意の差が認められた。 この実験結果からだけでは，これらのS MO N患者が先

天的にグルクロ ン酸抱合能が低かったものか，キノホルムの服用によって抱合能の低下を来たしたもの

であるかの結論を出すことは出来ないυ また消化管の吸収異常も考慮に入れる必要もあるので，今後こ

れらの問題点を解明してゆく計画である。
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患者

A 

B 

C 

D 

E 

F 

G 

H 

I 

J 

.N 要

性年令 GOT GPT A乙－P 謬質反応 ＠中止後
期 間

色 45 22 22 5.7 一 6ケ月

色 28 1 8 1 6 5.7 一 6ケ月

♀ 39 29 27 3.2 一 約 3ケ 年

♀ 37 22 22 2.4 ZS 6 5 ヶ月

♀ 34 30 28 4.4 Zl 1 2 9 ケ月
6 

合 3 3 9 1 6 3.2 zf 7 
4 ヶ月3 

♀ 65 1 5 8 7.0 ZS 4.1 
約 2ケ年T 1.1 

♀ 6 5 3 0 9 6.0 zs 4.2 6 ヶ月T 1.0 

♀ 58 3 0 1 9 1 8.8 zs 1 6 8 ヶ月

♀ 6 5 3 1 22 5.0 ZS 3 
｜約 1 2 ヶ月

A乙 － Pく10, ZSく12 , T ( Thymo I ) < 4が正常

表

旨

そ の他

中等症

// 

やL重症

// 

重 症

人工区門

失 明

重症失明

軽 症

軽 症

早朝空腹時イソケトピン酸 3q O µmo I e を経口投与し， 2時間および4時間までに尿中に排、准され

るイソケトピン酸グノレクロナイドの量を測定すると SMO N患者 1 0例中5 例は健常者の平均値土2σ

より低値を示した。
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マウスの抗ヒツジ赤血球抗体産生

に及ぼすキノホノレムの影響

松橋 直，渡辺 貞，芳賀邦夫，白井美津子，成内秀雄（東大医科研）

キノホルム製剤をウサギ ，イヌ等に投与することにより，S MO N類似の症状をひきおこすことが井

形ら，俵らによって報告されているが ， マ ウスを用いて，我々も検討し，同時にヒツジ赤血球に対する

抗体の産生におよi王す影響について検索を行った。 その結果は ，我々が用いたキノホル ム剤投与量では，

SMO N様症状をうることはできなかったが，抗ヒツジ赤血球溶血禁の産生を抑制する例がかなりの高

頻度に出現するので，以下に報告する。

I 実験材料と方法

l. キノホルム製剤：腹腔内あるいは静脈注射には ，エ ンテロビオホルム（チノく薬品）を使用し，経

口投与にはキノホ／レム（岩城薬品）を使用した。

2. マウス：表1に示すようにD D D系またはD DN系を使用し．大剖ゅは雌を使用し たO

3. 投与方訟

a 腹腔内あるいは静脈注射：0. 3 m/Jの食塩水にエ ンテ ロビオホルム0 9 mg、あるいは， 0. 3 ,n{Jの

食境水に エ ンテロピオホノレム 0 9 mgとアリナミン0 2 mgを含むように調製し ，オ ー トクレイプで15

分間減菌し，体調l に近いtfi?t度に保ち，よく混和して注射を行なった 口

b 粍 l'J 投与：カルボキシメチ ／レセルロー ズ心0.5悌溶液0. 2 meにキノホパム斉！Jを3 mg , 2mg, 

および1 mgを古むよう調製し，投与したむ

4. ヒツジ赤血球つ注射：ヒツジ赤血球を無筒的に滅菌生理食塩水で洗浄し，2 0冊。浮遊液を作り，

O  l m（をマワス，DRU院内に注射したっ

5 tr'.[fll：採血は，2 0 bヒツジ赤lGL球浮jz'W,そ0 1 m［を腹腔内に注射後， 4日目，6日目， 8日目，

および，1 1日日に1部長血を行ない実験に（•と用した υ なお，第2回注射では ，抗原注射前，1口目，

および， 3日Uに， 1 f;j：採mを行なったu

6. 市JJIL京fl!ti心；1!1]定

a 抗Jfll 7古：I O （音より倍数稀釈を行なった

b 緩衝液：G V Bを使用したd

C 補体：1 0倍稀釈i夜を｛屯｝目した。
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マウスにおけるキノホルム投与法と溶血素価

実 � ウ ス キノ ホ ル ム 投 与 法 ヒツジ赤血球注射（ 2 0 % 0.1 me／匹）

第1回注射4 ～ 6日 第2回注射1 ～ 3 日
験 系 l雌雄l 匹 mg／］匹×日，経路！日数；総計 麻痔l死亡l 住射時のキ 溶凪l素価 ・匹数 溶lfil索師 ・匹数

ノホルム投 』 1 ' ' 
I (mg) ,1 : 10  I I 1 : 1 Q・

与量小計 く1 :10， ～ I} :4 Q孟 く1:10 l ～ 1 1 :40云
’｝ : 20 I I} : 10:

． 。

隔日： 1 3.5DDD l雌 9 0.9×1 5 ip 。 。 6. 3 4 。 5 1 。 8
// 2 // // 8 // // 。 。 4 。 4 。 。 8（アリナミンip)

// 

3 DDD 1雌 5 隔日（
’

Jイ
0. 9×1 1 iv 9.9 。 。 5. 4 2 。 3

// 4 // 5 9.9 。 。 5. 4 1 。// （アリナミンi V) // 

5 DON i 雌 5 0.9× I 1 i p 連日1 9.9 。 。 6.3 2 。 3

6 // // 5 1.8× I I ip // : 19.8 。 I Q I 2.6 。 I 。 5

7 5 。 。 。 。 。 。 。 5// // 

8 onnl i惟 ] 0 0.9×） 3 ip ’ 連日： 11.7 。 。 6.3 3 。 7 。 IO 。

9 II // 10 4.5×l 3 i p : // I 5 8.6 。 。 3 l. 5 2日1 2 6 。 。 10
1( 4口）I ] 1 0 I 0 。 。 。 。 。 8 。 。 1 0// 。 ’ CA 6日），I 2

DDN：雄 ] 0 3× 2 ? 1日 I 辺 ｜酔首IJl I Po l連日｜ 6 6. 0 2 。 2? 2日l 3 
2× 3 ?2日，ー＋ 1 解剖12 雌 8 po I I I 1 4. 0 5// 1×5 // 

? 7町I) 3 。 。

13 8 1×8 8 。
I 0 2 6// ρ PO I // 2.0 。

14 8 O(CMC) 。 7// // 。 。 。 1
』

I／「 I/ 
1 5 DDDI雌雄 I 2 2 。 。 22 。 0 I 1 4

I 6 DDN: I 3 0 。 I 29‘ 

I 7 DDN石tc 41 。 ’ 2 39

表1
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∞
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キノホ ノレ ムの毒性 K 関する研究

池田良雄，戸部満寿夫，鈴木康雄， 小林和雄，鈴木幸子，川崎 靖

（国立衛生試験所 毒性部）

I t者 = 

スモン患者 で特異な緑色舌苔を呈する例のあること が井形らによって指摘され， さらに患者の尿
!2) (3)

中に緑色物質が見出されスモンと緑色物質と の関連が注目されるに至った。 その後田村はこの緑色

物質 がキノホルム であることを同定し， さらに椿ら はこの結果に基いて疫学的調査を行い， キノホ

ルムとスモン との密接な関係を指摘した の

キノホルムの副作用あるいは毒性に関しては若干の報告を見る が， それらのいづれでもスモン病

像の持徴とされ る知覚異常， 未楕神経なら びに脊髄の変化を具備した変化を示す ものは見当らな い。

われわれはキノホルムの毒性を一層明らかにする目的でニワトリおよびそルモツトによる急性なら

びに長期毒性実験を行，ているが， 現在までに得た成績について報告する n

JI ニワトリによる実験

方 法 倹体として局方キノホルムを用い， これをゼラチンカプセルに封入し， いづれも経口で

ー包および連続（毎日1回）投与を行ったわ

動物 は体重1. 2～1. s K9の市販のホワイトコーニツシユ種のメンドリ で， 一回投与実験では1群

1 ～2 羽からな る 5 群を， また連続投与実験では 1 群 6 羽からなる 4 群を用いたの 一回投与実験で

は死亡および一般症状を観察指標とし， 連続投与実験では一般癒状， 体電， 死亡率， および死亡し

た動物と来期症状を呈した動物を殺してそれぞれの病理的倹索を観察指標としたn なお殺処分は先

づ1 0 2の生理的食塩水による全身瀧流を行い， 続いて 1 0 %ホルマリンで同様に癒流したれ

病理組織学的倹索は， 肉眼的所見を記録し臓器（脳， 脊髄， 坐骨神経， 心 臓， 肺， 肝臓，腎臓，

牌臓）を秤量した後， 1 U係ホルマリンで固定し， 切片を作製し， H-E 重染色 ， Sudan E 染色

を行い， 別に脊髄についてはL uxol fast blue cresyl echt violet.,lYiassons

Tri chrome 染色を行った。

結 果

一回投与実験： 3 U U ～ 7 u U U m<j-/j均 のキノホルムを一 回程ロ投与した後 2 週間観察した。

-1 90-
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1 o O o m<Jを盈与した例では投与後凡そ7時閉までは変化を認めないが2 0 ～ 2 4時間後，最

色便の排地をみ， 両眼喰を閉じ勝で，口腔内に粘液が充満し，殆んど自発運動がなく a. る n 死亡

状況は表1に示すとおりである。

表1. 投与量（吋／K9)

3 0 0 

1 0 0 0 

3 0 0 0 

5 0 0 0 

7 0 0 0 

死 亡 率

。／2

0/2 

0/2 

2/2 ( 12日， 14日）

1 /1 ( 7日 ）

7 o o o m<Jを与えて死亡した例では， 腸粘膜の殆んど全域に亘って充血し，操胃部に小潰場を

認めるの

連続投与実験：4群にll, 200, 50 0， および1 0 0 0 mCJ-／匂／dayのキノホルムを経口

投与し， oおよび2 o O m(j-群は現在（ 4 6.2.1 8日） 1 1 5日， また50 0 mヂ群では44 日を経

過した。

体重の推移

図1に開始後3 5日間の体重変化を示す。 2 o o m<;Jおよび5o o mlj群では初期凡そ 2週間

に亘ってや』減少傾向を示すがその後は対照群と差がな〈なる。 しかし 1 O o O mlj群では 3 日

目頃より減少傾向が生じ， 初期体重に比べ5日目では約10%, 20 日前後では約2 0必減少を

示すn

メ ーーーーー・圃圃・ι’‘ヤ
ー‘－，－；，.oo ・1

．．．．ロ・吋
－－ －－ー ， ，

鴨川f

；；忘均手今ρヲT冷却夕、込バシ�·－＂：�と

' 

e ’ 

J• 

' .

•' ．， ,r 二忌，， ;. ；� <a)

図1 体 重 変 化 率
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2 結 果

臓器中重金属

東京大学病理学教室から提供された 5 名の患者および 3 名の対照例の脳， 脊髄， 肝および腎中

の5 種電金属の測定成績（数値はいづれも p pm ）は表 2 に示すとおりである。脊髄では対照例

がなく， 比較ができないが， その他の臓器および個々の重金属で対照例に比べて持に著しい変化

を示す例はみられない。 しかし， 脳および腎では個々の測定値の変動が大きいが平均値で比べる

と脳ではやL低く， また腎では逆にやL高い傾向を示す。

（表

1話

Mn Fe Cu Zn Tl 

1 5.8 3 5.8 3 1. 2 6 4.0 0.1 0 9 

2 2.4 2 9. 4 2 8.4 6 3.2 0.1 7 5 

，患 者 3 2.4 2 8.4 1 9.4 5 44 0.1 0 9 

4 

5 2.2 2 5.2 2 4.6 4 4.0 0.1 0 9 

3.2 0 2 9. 7 0 2 5. 9 0 5 6.4 0 0.1 2 6 

土1.7 4 土44 4 土 5.11 土9.34 土00 3 3 

6 3 9.8 3 6.0 9 8.8 0.21 8 

対 照 7 2.2 19.0 2 6.6 5 3.6 0.2 1 8 

8 4.0 3 4. 6 48. 2 3 6.0 0.0 

3.1 0 3 1.1 3 3 6.9 3 6 2.8 0 0.1 4 5 

脊 髄

Mn Fe Cu ,Zn 

1 1 9.2 3 9. 2 4 3.2 8 9.6 

2 

患、 者
3 3.7 4 7 0.2 3 6.2 5 9.8 

4 

5 2.5 2 2 1.0 1 7.6 3 2. 8 

8. 4 9 4 3.4 7 3 2.3 3 6 0. 7 3 
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