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序

本書は実質的Kはスモンをめぐる徴生学的研究K関する第二の報告集であるo しかし前

回の分は病原班研究報告という形で，キノホノレムに関する実験研究報告も含まれていたの

で，今回の報告は唯一の純粋左徴生物学部会の研究報告書とまる。

スモン調査研究協議会は昭和 47年 3月13日の総会K会いて， 「スモン患者と診断さ

れた患者の大多数はキノホノレム剤の服用によって神経障害を起したものと判断される」と

いう結論を下した。では微生物学的研究は無駄であったかというと， ウイノレス ・マイ コプ

ラズマの病原的意義についてのネガティブの成績は派手では左いが，上記の結論を下すた

めの陰の支持者として立派左役割を果して来たといえる。またスモン患者の腸内菌叢とキ

ノホルムの係わり合いK関する地道左研究成績は腸内細菌学K新らしいー頁を加えたもの

であるD

とくに問題に在ったいわゆる「井上ウイルス」の追試成績は実際は新らしいスモン班の

中で昭和 47年 7月20日検討会を行川特K新しい事実が現われ在い限り追試研究を凍

結するという処置をとったのであるが3 その時K発表された成績の多くが， rr. ウイノレス

学的研究の中に含まれている。組織上はスモン調査研究協議会から特定疾患調査研究スモ

ン班へ発展的に変ったが，スモンの場合は研究は連続的K進行して幸子り，ある程度報告が

オーバーラ ップするのは止むを得左いと乙ろであった。

スモン調査研究協議会

会長 甲野礼作
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I 細菌学的研究

A スモンと腸内細菌叢
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Vi of or m経口投与によるマウス腸管内細菌

叢の変動と宿主の反応

小沢敦，後藤甚作

（国立東京第二病院細菌科）

坂口弘

（慶応義塾大学医学部病理学教室）

我々 は， Mexaform bよびVioform( 5-chloro-7-iodo-8-hydro玄アqはinoline) 

の各種細菌Kたいする抗菌作用とVioform経口投与Kよるマウス腸管内細菌叢の変動辛子よび 宿

主の反応Kついて検討を加えたのでそれらの結果Kついて報告したい。

実験方法

1) MexaformなよびViformの抗菌試験； MexaformはViform;En℃o bex= 10; 1 

の割合K混合して 1-2propy工eneglycol( PG) K加温溶解 して使用した。また使用した

培地はveal infusion br O七h(Difco）である。 Mexaformの抗菌試験の方法は図 1VL 

示すどとくであp mexaf ormの溶解度はPGの濃度とmexaformの濃度とK相関し，

Mexaform 62.smcg/ml以上の濃度vc;t;,~いてはMexaform の結晶が析出し，抗菌試験を

実施するととは不可能であったので，実験は31.2mcg/m1以下の痕度Vてついて実施された。なお‘

対照として3本の試験管を用意し， PGそのものKよる菌の増殖抑制効果を検討するため，2.5%PG 

含有veal infusion broth!. 25%PG veal infusion broth と食塩液対照とを

設けた。使用菌株比スモン患者糞便由来，胆汁由来の各種菌株なよび非スモン患者由来の大腸菌

u:_，~斗）を使用した。接種菌、液は寒天平板培地 2 4時間培養菌より菌、液を作製し光電比色計

540 U のfilte rを用い，透過率を61 %VC合わせたものを使用し，そのO.lmlを接種して24 

～4 8時間後K増殖阻止効果を判定した＂3 :2ドの対照群Kついては，それぞれ菌の定量的評価を行左

った。

2）マウス経口投与実験；供試マウスは市販雑系 （dd 系） マワスなよび，Salmonella 

enteri七idisk対して均一の感受性を示す近交系のDK Iマウス（慶大医学部 微生物学教室

よP分与）の15～1 7 gの体重のものを雄雄の別左〈使用した。 VioformはQ.85%Nacl液

を用いて， 0.24 mg per ml, 2 mg per叫， 10mg per mlの3段階の濃度の懸濁液を作成ら

上記のマウスVL1 ml づっ経口投与して，投与後経目的K糞便を採取し，糞便1コあたりの各種細菌

叢 （non-sporingのobligat e anaerobe sであるCatenabac七eria, 

Veillonella Peptostreptococcus VCついての積極的な検討はしなかった。）の定亙

的評価をして， Vioform投与前のそれと比較検討した。また上記のようVC, Vi formの各種袋
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図 1. Mexaformの抗菌試験方法
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Mexaformの結晶析出

② ③ 

Veal infusion bro℃h Vea工 in:fはsionbro七h
4.5ml 4.5ml 

十 十

2.5% PG 0.5ml 12.5 % PG 0.5ml 

Veal infusion bro℃h 

4.5ml 

十

0.85% Nacl 0.5.ml 

*: PC子＝ 1.2-Propylene Glyc oユの略



度の懸濁液を経口投与されたマウス群の他K，つねK0.85 %Nacl；液のみの経口投与群設けて， 対

照群として経目的K糞便中の各種細菌叢の動態的観察をなζなった。 死亡したマウスなよび適当な時

期K屠殺したマウスの各臓器は10%ホルマリン液K固定し，病理組織学的検索用K供した。

成績

1) Mexaform i>~ よ びV i oform の抗菌作用

me玄aform のスモン患者なよび非スモン患者糞便由来の各種菌株K対する抗菌効果は，菌種の

差Vとより著名は差異は認められ左いようであP，その最小発育阻止i震度（ M I C ）は 15.6～31.2

mcg/r叫 の間K認められた。また菌種lによって2.5%PGそのものKよっても部分的左増殖抑制効

果が認められたが，との傾向はとく KCitrobac 七 er,Klebsiella 等の菌株~とないて出現す

ξょうK思われた。 一方VioformのみKよる臨床材料（尿訟よび胆汁）から分離されたE・2旦主主，

Ps eはdomonas,Kleb S工ella,Citrobac七er,Prote lよs,mirabilis, 

Re七lgerella等K対する抗菌作用はMexaform(Vioform:En七obex=IO: 1 ~＜：含まれ

てlハる）のそれと比較して差は認められず，その最小発育謹度は 15.6～31.2邸宅／mlの間Kあった。

2）マウス経口投与実験

雑系dd系マウスKVi of o rm O . 24 mgが連日投与された場合の糞便内細菌叢の動態を経目的K

追跡すると，投与前K比較して著明左細菌叢の撹乱は認められず，また対照群（Nac工 液のみ連日

投与された群 ）と比較しでも菌叢の動きK差異は認められないようである。す念わち，

Lac_t obaci llus', En七erococcusは安定した変動を示し， 107～1crの菌数の幅で動揺して
いた。またCandidaも105～1げのレベルで動揺は少いが， E.coliは投与群で 104～Hfの幅で

動揺を示し，対照群でも大体投与群と同様Iif～1げの幅で，比較的変動が激しかった。 1!..三♀よLの

変動のパターンと類似した様相がStaphy工ococcus epidermidis VL かいても観察され．

その他Klebsiella,Ci℃r o ba ct er , Pr O七eusvulgaris,Pseudomona sが出没し，

cユos七ridiumは検出されまかった。また投与群6匹中2匹が投与後18日目， 2 0日目K死亡

したが，その中の1匹Kないてある種の神経症状の発現が認められたが，そのマクスの各臓器の病理

組識学的所見では，著明在変化はみられ左かった。

つぎVLDKIマウス（純系マクス） V<:Vi oformを連日 2mg投与した場合の糞便中の各種細菌叢

の定量的追跡を，か左り長期（約2カ月間）にわたって経目的K実施した。その結果，Vioform

投与詳と非投与群の対照マウスとの聞の各種菌叢の，質的量的な変動のPa七ternk著明な差異は

認められ在いが， 投与群Vて公いて投与開始：後2週間目頃より Candidaが出没している傾向が認め

られたο投与群，対照、群Kないて ，EnterococCはs,Lac七ObaC工ユlusの量的左動揺の幅は

少〈， 107～1cfの間で比較的安定してなり， 旦・♀2よ主 なよびS℃aphyloc oc c us, e pi de r-

旦~立は投与群，対照群とも K量的変動の幅が大きく， 101～ 107 の幅で大きく動揺してい

る。その中でPseudomona sが102～105の幅で動揺しているのがみられた。 V工oform 投与マ

p
hu
 



ウス 8匹中 1匹が，投与開始後41呂田で死亡した。そして生残マウスは投与開始後60日目で屠殺，

10% ホルマリン中K全臓器が固定され，病理組織学的所見の検策がなされた。

Vioform 2mg連日投与期間中， 5日目， 1 3日目， 1 9日目， 2 6日目， 3 4日目， 5 3日

目Kマウス糞便から分離された旦・♀旦主主のVioform （！（：対する感受性をVioform投与前にマ

ウス糞便から分離された旦－~よ主のそれと比較すると，それらの抗菌効果の上K著明左差はみとめ

られないようであるが，．投与開始後19日目以降K分離されたE・coli k対するVioform の抗

菌作用は，やや滅弱されているようK思われた。

さらKまた， DK Iマウス(t(:Vioformを連日 IOmg経口投与して動態的K糞便中の各種細菌叢

を定量的K追跡した。 Viform IO.mg投与マクスは，全例（ 6匹 ）投与開始後 12日目から 51日

自の聞に死亡し， VioformのDKIマウスK対する毒性が高〈評価されたようである。死亡した

マクスは，肉眼的K共通して腎の腫大が認められたのが注目された。

Vioform IO.mg投与群マウスbよび非投与対照、群マクスの糞便中各種細菌叢の動態的追跡の結

果， lOrng投与群マクス（！（： ;t,~いては対照群マクスK比較して， E · coli の菌数（ pe r, f e ca 1, 

pellet）の著明な増加のパターンが観察され， とのよう左互・2♀llの動きのパタ ーンK相呼応

して，S℃aphyユococcus epidermi d工S の菌数の動きが認められ，E・cOliの動きのパ

ターンと， S七aphylococcus epidermidisの動きのそれとは類似していた。投与群マウ

ス糞便中の旦._g_旦よ止の菌数の増加は，投与前の103～1げのVベルから107～HfのレベルKまで増加

していたが，対照、群ではlo'～105のレベルで動揺していた。En七erococ Cはs,Lac℃obacillus 

Bac七eroide sの糞便中の菌数は，投与群，対照、群ともK著明な差異は認められず， Entero-

coccus,Lactobacillus は1cf～109のνベルでの動揺で安定していた。

投与群e:>1例のマワスKないてはp 糞便中の旦・2♀よiの菌数の増加が著明でなく，他のマクスK

比較して死後の延長（.5 1日目K死亡）が認められたのが注目されよう。

一方Kないて， 2 mg投与群， 10 mg投与群， bよび対照群のマウスの各臓器の病理組織学的検索

の結果，つぎのような所見が観察された。腎は対照詐， 2 mg投与群ではほとんど変化が認められな

い。間質の小円形細胞侵潤が見られたものもあるが，対照群Kもみられるので， とれはnon-

specific 左変化と思われる。 l例に水腎症がみられたが， とれは薬剤の影響Kよるもので左〈，

実験以前からあった変化と思われる。他の 1例は皮髄境界部 （近位尿細菅直部なよびへンレ係時大脚）

K空泡変性がみられた。この部は最も薬剤の影響をうりやすい部分左ので，キノホルムKよる変化を

否定できない。

10 mg投与群では，いずれも近性遠位尿細管，ぞれ以下乳頭菅K至るまで内陸の拡大が著しく，上

皮は肩平，淡明となってシタ，腔内Kは近位では頼粒粉，遠位では硝子様円柱を入れている。ととK

乳頭管では，やや黄色調の強い物質が睦内Kみられる。（鉄染色陽性ならば〉キノホルムの可能性が

あるうか）。いずれKしても全体む像は，ネアロン上部の細胞の変性崩壊物が腎内下部尿路，すなわ
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ち乳頭管を機械的K閉塞し，尿細管内K尿の停滞したいわゆるnephrohァdroseの像を示してい

る。肝はlOmg投与群では所々肝細胞原形質が漫縮， 一部では細胞質の漫縮，核崩壊など軽い単細胞

壊死（single cell necrosis）の所見を示している。また4例中3例はKupffer の星

細胞にへモジデリンと思われる褐色色素の沈着がみられる。その他lOmg投与群では，肺Kうっ血

を増すものがやや多〈認められたが，そむ他の臓器ではVioform投与群と対照、群との問K差はみ

とめられ左かっ た。腎，肝K.t~ける組織学的所見は表 1 k一括して示しである。左b脊髄などの

病理組織学的所見の追跡、はまされてい左い。

表 1 Vi oform 2mg, lOmg 投与マワスの腎，肝 Vてなける病理組織学的変化

腎 臓 肝 臓

Vioform 
糸球体 近位尿細菅 遠位尿細管 集合管 ・乳頭管 備 細 脂 出

胞漫 肪
円

投 与量 ボーマン 変抵 円 変拡円 変拡円
変
形

腔 考 質 細 血
拡大 性大 柱 性大柱 性大柱 縮 性 胞

2 mg 十
水腎症

2 一

2 十 一 十一
皮髄界
空泡変性

2 一

10 十 ＋十 十 十 十＋十 十 十十 十 十 十

10 十 十 十件 十 十 掛十 十 ＋＋＋十 十 一

10 十 ＋十＋ 十 十掛十 十＋件十 十 一

1 0 一 十 十 十 十十 十 十 十十 水腎症 ＋＋ 十

対 照 一 一

対 照 一 十

考察

Sackmannら1）が MexaformなよびVioformの各種菌株Kたいする抗菌作用を検討し，

MexaformなよびVioformのbacteriostatic activi ℃yは2～32mcg/mlの聞の

幅で存在し 両薬剤の静菌作用は同程度K評価されたと報じている。さらに mexaf orm は

Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus, Salmonella 

三LE且~. Shi gel la sonnei, Candida al bi cans K対してV工oformK比較して，

相加的，あるいは相乗的のbact er i c i dal a c℃i vi t yを発揮したが， Ps eudomonas 

aeruginosa,E・Coli, 8七reptococcuβf aecalisK対してはbacτe rio S℃a七主c
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ac七iviげは4～32mcg／包の間で評価されたが， bac℃ericida工 activityは著明K

低下してなり， 1000 mcg／，叫以上でも認められまかったとしている。私の実験vrJo~いては，以上よ
う念Mexaformの菌株の差Kよるsele c℃i v e左bactericidal a c七ivity k対する

検討を行なっていないが， Mexaformの溶媒であるPG ( I.2-propylene glycol）の温

度が高くなれば， PGそのものKよってもbacter工cidalな効果が出てくるととを考慮Kいれて

bactericidal a c七lVityを評価すべきであり， Sackman らの実験vrJo~いてとれらのと

とが知何K反映されているかがひとつの疑問点として残されている＂ Vioformを漸次増量投与し

て，マウス腸管内細菌叢の反応を観察すると， 小量 （0.24mg' 2mg）連日投与した場合vrj:,~いて

は，総体的K対照群と比較して糞便中細菌叢の量的，質的左変化は認められず，また宿主Kたいする

障害作用も著明ではないが，大量（IO 1屯 ）投与の場合K公いては共通して，旦・♀♀よiの著明な増

加（旦·~旦よ土の増加のパターンは S℃aphァユ ococcus epidermidisの菌数の動きK類似

していた）が認められ，宿主Kたいする障害作用もか念り強〈発現され，腎vri>~いては近位尿細菅，

遠位尿細管，集合管Kかいて変性と拡大を主徴とした変化がみとめられ，肝Vてないては細胞Kへモジ

デリン色素の沈着が認められる結果が得られた。 旦ー－♀♀よ三の菌数の著明左増加がVioformkよ

る他の菌叢（ Bae七eroides,En ℃e rococcus,Lactobacillus）の撹舌LVLよってひき

名、ζされたものであるのか，またViOf Orm VLよる宿主側の婆因が修飾された結果として発現した

のかは，今後の解析に待たねばなら左いが，，少くとも提示された実験成績は，~· ♀♀li 以外の菌叢

の量的平衡状態が破れてその結果として，~三♀主と の菌数の増加がひき起とされたものであるうと

2） ー
いう考え方を績極的K支持するものではない。 Eismanら は，フ ァトKたいするMexform

投与実験Kないて， Mexaform が糞便中の旦・♀旦よlの菌数の増加と Candidaの増殖抑制効

果を指摘し，とれらの効果はnormal e n七eric flora が外来菌の感染K抵抗し，ecolo-

gical barrie rとしての役割K関連して重要であるとのべている。一方Sackmann らは

Mexaform をラ ソトK投与し，糞便中の細菌数が増加するととを報じ，とれはMexaform の

各種菌株KたいするSele c℃i v e左bactericidal a c℃工vitykよるものであろうとし

とのよう左Mexaformのもつ選択的な抗菌スペクト ラムが，腸管感染を支配する重要なFunc-

ti onであるうとしている。腸管内vrj:,~ける normal enteric inhabi七an七S が外来菌の

感染K抵抗しそのecological barrierとしての役割が高〈評価されてきた一連の研究 の

流れの中で， vioformの小量連続投与のen七eric flora Vてたいするaction pa七ー

七ern，すなわちそのec o工og1caユ左balanceを撹乱し左いという一面をとりあげて考察する

とき， vioformのもつan℃ibacterial在functio nとenteric flor aのもつ生態

学的排除機構の和としてVioformの作用を評価していいではなかろうか。一方vrJo~いて
Vioform （［）大量連続投与がマウス腸管内細菌叢の撹乱とく K旦・三Q.1-と菌数の増加をもたらすと

同時K宿主にたいして障害的に作用するという事実は，薬剤とnormal enteric flora i>~ 
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よび宿主という 3つの因子の相関の上Uてたって考察評価すべきであろうと思われる。~－♀♀i主の増

加とVioform kよる宿主障害作用とが如何K連関するかは， さらK解析的研究が推進されなけれ

ばなら念いが生体K経口投与されたVioform の代謝K腸管内細菌叢の質的，量的な溝成が関与し

ているであろうととを認識する必要性が提起されているようK思われる。

支献

1) Sackmann,W and Kraddfer,F.An七ibak℃e ri e工les Spektrum and 

Beeinflussung der Darmflora von Ra t七ern durch Jodchloroxy-

chinolin,Phenanthrolinchinon and deren Kombination・(Mexa-・ 

form). Zb工.Bak七.，181'539-550'1961. 

2) Eisman, P. C, Wee r七s,J,Jaconia,D.andBarkulis,S.S: The effe c℃ 

of Mexaf orm on 七he intestinal flora of r a七s. An℃imicrob. 

Agents Ann.,224-230,1960. 
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キノホルム投与によるSMON様症状発現に

対する腸管感染の意義
三輪谷 俊夫

大阪大学徴生物病研究所

キノホルム投与KよるSMO  N様症状発現K対する腸管感染の意義を検討するため，まず，ニワト

リを用いてヨントロール実験を行在った。

1.騨化鶏卵K対ナるキノホルム毒性

オートグレーブKて120°c' 10分間獄菌したキノホルム懸濁液lOmg, lmg, ;J:,－.よびO.lmg/

Q.4mlを1群6コ，解化6日卵の卵黄嚢内K0.4mlずつ1回注射した。lOmg投与群では24時間

ですでK血管は退化し， 3日目Kは発育を中止した。キノホルム投与群のうちO.lmg投与群の1コ

のみの例外を除き， 3～7日目K発育は中止し，解化鶏卵K対してキノホルムは強い毒性を示した。

2. ニワト リの幼若ピナ（騨化3～7日目）vc対するキノホルム投与実験

雑系ニワトりの予備実験後，解化7日自のブロイラ用（ハバード種）の幼若ピナ （60～65 g)' 

δ，平， Kついて 1群10羽とし，キノホルム単独，CM Cまたはポリ エテレングリコールで乳剤IJVLし

たものの経口投与実験を行なった。

第1回自の実験（観察期間： 2カ月）では最初の1カ月聞は200mg/kg l日1回投与，第2カ

月目は400mg/kg を経口投与したが，特記すべき病変は認められなかった。

第2固自の実験では4カ月間キノホルムを次のようK投与した。

第1カ月自 500mg /kg ( CM C，またはポリエテレングリコー

第2カ月目 1,000mg/kg ルKよP乳剤として経口投与した）。

第3ヵ月目～第4カ月自 2,000mg/kg 

の投与によ！？ 3カ月自の終b頃からキノホルム投与群すべてK軽重の差とそあれ，歩行の異常をみ

とめた。歩行異常は漸次増悪し， 4カ月の終りには視力障害をみとめるものもあった。投薬開始後 4

カ月半自に視力障害を認めたものを屠殺し病理学的検索を行在った。

病理学的処見

1. 後根神経節の接接結， 核消失，ノイロフ 7ギアが随所Kみられた。

2.坐骨神経：軸索線維の不規則化bよび髄鞘の不揃いがみられた。

3. 脊髄神経：対照K比し髄鞘の不繍いがみられた。ただし，対照、Kあっても噌乳動物K比べ末梢

神経の髄鞘は組であるため，投与群の髄鞘変化は晴乳動物の場合ほど顕著ではない。

4. 脊髄の病変：！匪髄の灰白質部K限局性のs℃a℃us spongiosis（海綿様状態）を認めた。

とれは晴乳動物（イヌ，サル，ヒト）のキノホルム症Kは認められ左い変化である。

後索，側索Kは顕著念変化は認められない。 ζれはミエリンが対照でも少ないζとによるのかも知
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れない。（以上の病理学的検索は共同研究者，谷口の協力Kよるものである。）

以上の結果から，キノホルム投与Kよるスモン様症状発現の機作を解明する動物実験系としてはニ

ワトリは不適であると結論せざるをえない。 （共同研究者：谷口春生大阪府立成人病センター）
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要旨

サル・ニワトリの腸内菌叢におよぽすキノ

ホルムの影響
光岡知足

（理化学研究所）

サルなよびニワ トリKキノホルムを経口投与し（サルでは， 300～400mg /day，ニワトリでは，

1 g/kg/day ），その腸内菌叢vcJo~ よほナ影響を検討したととる，対照群と比較しキノホルム

投与群Uてないて，結菌数・ Bacteroidaceae,Ca℃enabacterium,La c七obacillus

Bifidobacteriumの滋少とEnterobacteriaceae の増加するととが認められた。と

れは， SMO N患者の腸内菌叢の変動vcJo~いてみられた所見とよく一致したa

はじめに

さきKわれわれは，l) SM 0 N患者の腸内菌叢が健康人のそれと比較し異常率が高いととを報告

し，さらKその傾向は，キノホルム服用群Kないて著しいととを認めた。今回は，ヒトK最も近似し

た腸内菌叢をもっすルとニワトリ（盲腸） vcキノホルムを投与した場合，腸内菌叢Kいかなる影響を

なよぼすかを検討し， 乙れをスモン患者Kみられた腸内菌叢の変動と比較した。

材料および方法

ニワトリ は，ふ化後10日令のヒナを対照群（ 9羽 ），キノホルム投与群（ 9羽 ）の2群K分け，

キノホルム投与群は，ヰノホルム 1000mg/kg/dayを抗生物質を含ままい飼料K混じて連続投

与し，投与後2週目vcl;~いて，対照群， 投与群各 5 羽， 5週自にないて各4羽をと殺し，その盲腸内

容Kついて菌叢の検索を行なった。

サルは，予研江頭らがキノホルム 300～400mg/day を連日投与した10匹で，そのキノホルム

投与後22日自の大使を用いた。対照としては，キノホルム投与群とほぼ同一日令の10匹のサルの大使

を用いた。

菌叢検索の方法はM工TSUOKAe七al.( 1965 ) , M I T S U 0 KA  ( 1969 ) VC準拠した。

成績

サルVてないては，キノホルム投与群と対照群の間K著しい差異が認められた（表）。すなわち，キ

ノホルム投与群Kbいては，対照群K比して総菌数 ・Bacteroidaceae ・Ca七enabacte-

工と斗旦， Spirillaceae・Spirochaetaceaeの著しい滅少～消失（ P<0.01),

Lac七obaclユlusなよびyeastsの中等度の滅少（ pく Q.005) ,En℃e robacteriaceae 

の著しい増加（ pく 0.01）が認められた。

一方， ニワトリ Kないては，キノホルム投与群のうち2例は，キノホルム投与2～3日目K片脚の

運動障害を起乙し， うち1例は， 14日自に食慾減退，翼をたれ，視覚障害を起とした。他の1例では
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SMON患者またはキノホルム経口投与動物における腸内菌叢の変動

Man l中谷幻。 Monkey Chicken 
菌 種

Normal SMON Control Chino（.。rm （ ~~例al Control Chinoform 
(35例） (SI例） (1捌 ） 300-400mg y (9例） (9伊l》g/kg/dag

Total counts 10.7 ±0.4. 10.l土0.7事＊ 10.9±0.4 10.2±0.5 事寧 10.4±0.4 10.0±0.4 事

Bacteroidaceae 10.2±0.6 9.2±1.2 調幹事 10.3±0.4 7.4±1.6・$ 10(21fuo)2 4.1 ±0.3事事制b 側 (100) 包曲 (22) 調h事
Catenabacteria 9.7±0.7 8.7±1.4 ＊寧 10.1±0.5 8.8±0.7寧寧 9.5±0.4 。＊事

$1) 。日 寧 (100) 幅制 (100) (0) 寧事
Bi fidobacteria 9.9±Q6 8.8組~）1.1 寧事 10.1 ±0.5 9.8±0.6 9.5±0.7 9.1 ±0.6 

制） (100) (100) (100) 。同
Peptostreptococci 8.6±2.0 8.3土1.0 9.8±0.5 9.2±1.0 9.0±0.5 。寧寧

凶 倒 (100) 個骨 (100) (0) 寧寧
Lactobaci Iii 7.4±1.8 6.5±1.7 ・ 9.5±0.4 8.8±1.0 事 9.2±0.5 8.6 ±0.8 

(100) 09) (100) (100) (100) (100) 
Streptococci 8.2±1.5 8.7±1.4 9.7±0.8 9.2±0.8 6.0±0.4 9.7 ±0.5事事

(100) (100) (100) (100) (100) (100) 
Enterobacte ri aceae 8.2±1.3 8.4±1.3 8.1±0.7 9.1±0.7寧寧 7.4±0.4 9.2 ±0.5寧寧

(100) (100) (100) (100) (100) (100) 
Clostridia 6.1 ±1.5 5.9±2.2 10.4±0 。 3.2±0 5.5±0 

仰） 師団 。。 (0) 。1) Ull 
Spi ri I I aceae n.t. n.t. 9.6±0.3 。$寧 n.t. n. t. 

。。 (0) $事
Spi rochaetaceae n.t. n.t. 10.l ±0 。 n.t. n. t. 

C!CI (0) 
Viel I one) Jae 4.5±1.7 6.9土2.0* * 6.8±0.4 5.6±1.0 。 。

信9) も；3) 。。 信司 (0) (O) 

Staphylococci 3.9±1.2 5.2±2.l * * 4.3±1.0 4.3±1.7 2.7±0.7 2.7 ±0.8 
制 $1) 寧 (100) 。司 (100) 国 $ 

Yeasts 3.7±1.3 4.2±1.5 5.3±1.2 4.0±0.8 本 1.7 ±0.8 2.0±1.0 
04) (59) (100) 信晴 凶 。1)

＊，＊本： SMON忠者またはキノホルム投与苦手と対照群とを比較し， 推計学的にそれぞれ5%および1%
以下の危険率で有意差あり。 n.t. ~安全せす・
a：全く検出されない均合を除き，検出された菌ttの平均値のlog±標準偏差
b：検出率 （%）

右脚の運動障害を起こしたが，その他の例では，とくK異常は認められず，体重増加も正常であった。

キノホルム投与群の腸内菌叢は対照群と比較し明らかな変動が認められた（ 表 ）＂す左わち， キノホ

ルム投与群Kないては，総菌数の誠少（ pく 0.05),Bac℃eroidaceae, Catenacterium, 

Peptostreptococcusの著しい獄少または消失（ pく0.01) s七reptococcus bよび

Enterobacteriacea eの著しい増加（pく 0.01）が認められた。なか推計学上有意差は左

かったが ，Bifi dobac t e ri um .t ...よびLactobacilユusK.t ...いてもやや誠少の傾向が認め

られた。

考察

以上の成績を， SMO  N患者Kみられた腸内菌叢の変動と比較すると，総菌数Eacteroidaceae,

Catenaba c七erium,Peptostre p七Ococ Cはs,I3ifidoba c七er i um , Lac t o b a c i 1-

よ玉と の滅少， Enterobacteriaceaeの増加左どほとんど両者の変動K一致が認められる。

乙のととは， SMO N患者Kみられた腸内菌叢の変動が，キノホルム服用と関連をもっ可能性を示唆

している。

文献

し 中谷林太郎，中野英一， 山崎恵子，犬上洋子，吉田津子，後藤延一，光岡知足，小沢敦，後巌
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キノホルムの健康人腸内細菌叢に及ぼす影響

中谷林太郎，山崎恵子 ，犬上洋子，吉田洋子

（国立公衆衛生院衛生徴生物学部）

SMO N患者の大使内細菌叢を調べた結果，異常を呈する例が多いととを見出し，すでK報告した

（中谷ほか， 1971 ) ' （表 1参照）。乙のような細菌叢の異常は，細菌叢構成細菌K対するキノホル

ムの直接的左発育抑制作用によるととも強〈考えられたので，健康人大使の細菌を分離同定する際，

培地Kキノホルムを加えると，各菌群の菌数ならびK検出率がどのようK変化するかを調べ，キノホ

ルムの各種菌群K対する発育抑制作用を検討した。

方法

健康人大使7検体を使用した。腸内細菌叢の定量培養検査Kは従来どbP光岡らの方法を用いた。

同時Kキノホルムを Sμg/m工会よびSOμg/i皿l k加えた培地を使用し，キノホルムを含ま左い培

地で測定された菌数や検出率と比較した。

結果

表 l ~示すとなりである。

1. キノホルム含有培地で測定した菌数の変化

Ca℃e naba c℃e r工a,Peptostrep℃o cocci,Streptocoe c主，Veillonellae

等ではか左り著明に菌数が滅少し，また給；菌数台よび他の菌群の多ぐも菌数滋少傾向を示した。しか

し En七eroba c℃eriaceaeではほとんど影響がみられ左かった。

2.検出率の変化

キノホルム50μ包／ml含有培地では， 一部の菌群が検出されない例が増加した。

3. SM 0 N例との比較

キノホルム含有培地での総菌数， Ca七enabac七eria菌数の滅少左どはSMO N 患者の場合

とよく似ている。また各種菌群の検出率C諒少も SMO  N患者の場合と同様左傾向がみられた。

考察

以上の結果は， SMO N患者で観察された腸内細菌叢の異常状態の一部はキノホルムの直接効果と

考えても矛盾しないととを示している。しかしキノホルムの抗菌力は弱いためSMO  N患者K公ける

ほどの著明な変化はみられ左かった。しかし，SMO N患者では長期間キノホルムの投与を受けてい

た例も多いので，感受性菌は減少をつづけ，一方非感受性菌は変化し左いか，増加するよう念可能性

も十分想像されうる。その結果，キノホルムの弱い抗菌作用が増巾されて，菌叢の異常状態をきたし

たと考えられよう。
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表 1. キノホルム含有培地Ki>＇ける健康人腸内細菌叢構成菌群の発育の変化

健 康 人 ( 7例） a 
人b 健ー 康

菌 群
培地中キノホム含有量 （μg/mユ）

( 3 5例）。 5 50 

菌 数cl検出率d 菌 数 検出率 菌 数 検出率 菌 数 ｜検出率

T o七al 10.6 10.3 10.1 10. 7 

Bae℃e roidaceae 10.3 100 10:0 100 9.9 100 10.2 97 

Ca七enaba c七erium 10.4 71 8.3 57 8.3 57 g,7 91 

Bifidoba c七eri um 9.4 100 9.3 86 9.0 86 9.9 94 

Pep to g七re p七ococcus 9.2 71 8.2 71 8.3 71 8.6 34 

La c七obaci工lus 6.1 100 6.2 100 5.9 100 7.4 100 

Strep℃o coccus 7.1 100 6.2 100 5.4 71 8.2 100 

En ℃e robacteriaceae 7.1 100 6.8 100 7 .1 100 8.2 100 

Clo 8℃ridium 5.5 部 4.8 86 4.8 57 6.1 69 

Veillonella 6.7 86 6.7 86 4.2 57 4.5 69 

S℃aphylococcus 3.7 43 3.6 29 2.3 14 3.9 94 

Bacillus 4.1 57 2.8 43 。 。 3.1 6 

Mold 。 。 。 。 。 。 2.5 14 

Yeas七 4.1 71 3.4 71 。 。 3.7 74 

a 男4例 （32～46才）， 女3例 （26～49才L
b 中谷ほか .SMON患者の！場内細菌叢の変化とキノホノレム．医学のあゆみ， 78 : 472 -473' 1971 
c 大使1gあたりの菌数の対数平均値 d パーセント

SMO N患者b

( 5 1例）

菌 数 ｜検出率

ヰ（）ド
10.1 

9.z＊＇ド 96 

8.7 〉｜〈〉ド 75 * 

s.s** 82 

8.3 33 

6・s* 79 

8.7 100 

8.4 100 

5.9 49 

6.9** 6：~ 

5.2** 61ネ

6.4 20 

3.2 2* 

4.2 59 



数種類の腸内細菌叢構内菌群のキノホルム

感受性

中谷林太郎，山崎恵子，犬上洋子，吉田洋子

（国立公衆衛生院衛生徴生物学部）

SMO N患者Ki....ける腸内細菌叢の異常の原因としてキノホルムの作用が考えられるが，その作用

を実験的K調べるためのひとつの方法として，ヒ トの腸内細菌叢を溝成する主左菌群のうちの数種類

の菌群Kついて，キノホルム感受性値を調べた。

方法

局方キノホルム末をpolyethyleneglyc o.J., K Smg/mlの温度K溶解し，希釈液を作P，と

れらをEG agar J>、よびBLagarkそれぞれ5, 12. 5 , 25, 50 μ g/m l Kなるよ うK加えて平板

とした。 対照としてキノホルムを含まない培地を使用した。菌株は21株の偏性嫌気性菌と 5株の通性

表 1. 数種類の腸内細菌叢溝成菌群のキノホルム感受性値

Bacterial s七rain
EG aga:r 

MIO ID50 

Bacteroides fragilis 6869 50 25 

B.七hetaio七aomicron AS -126 > 50 ～25 
B. dis七asonisE-32 50 12.5 
B. vulp;a tus F-92 50 12.5 

Bae七eroidaceaeEBD 1/4a 5 く 5

B. E困、 59/96.P 5 く 5
B. EBF 61/42 > 50 12.5 
B. A 402-44 50 12.5 
Zubereユlagirans 50 12.5 

S世iaero悼 orusfunduliformis 2377 5 く 5

S. :RSeudonecro世iorus2392 5 く 5

Ca七enabac七eriumsp. 62 50 12.5 

0. 77 50 5 
0. 2 5 < 5 
Bif工dobac七eriumadoユescen七isE 194 a > 50 50 
B.adolescen七is A 202-16 > 50 > 50 
B. longum E 1946 > 50 25 

B. bifidum E 319 > 50 > 50 
B. infantis s 12 > 50 25 

B. parvulorum s 50 50 25 
B. sp. IV > 50 ～25 
Stre_Q七ococcusfaecalis H62 > 50 > 50 
Escherichia coli K12 csH-2 > 50 > 50 
E. coli 0136 633 50 ～25 
E. coli 0146 切ル155-3 > 50 > 50 
E. coli 0146 関5/05-26 > 50 50 

me Minimal i凶 ibi七oryconcentra七ion (μg/包1)
工弓。 ，50per cent inhibiは ondosis.～，なよその値
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BL agar 

MIO ID50 

~ 50 ～ 25 
> 50 > 50 
> 50 50 

> 50 > 50 
5 く 5
12.5 く 5

> 50 > 50 
> 50 > 50 
> 50 50 

> 50 > 50 
> 50 25 

> 50 > 50 
> 50 > 50 
5 く 5

> 50 > 50 
> 50 > 50 
> 50 > 50 
> 50 > 50 
> 50 > 50 
> 50 > 50 
> 50 50 

> 50 > 50 
> 50 > 50 
> 50 > 50 
> 50 > 50 
> 50 > 50 



嫌気性菌を用いた。（偏性嫌気性菌の大部分は光岡博士から分与を受けた，表 1）。平坂培養菌を約

1<!/l叫 K緩衝食塩液K浮遊したものをo.白mlずつ各種平坂K塗布し， 37°0 で2日間， C02置換

ステールクール法Kよって嫌気的K培養したのち，発育集落数を教え， MI Cと工%を求めた。

結果

結果を表 lk示す。

1.培地Kよるキノホルム感受性値の差

BL agar k較べると EG agarの方が感受性が低い値Kでる傾向が認められた。キノホルム

はとれらの培地Kかいて溶解が悪いため， SQμg/ml c温度以下でのみ実験が可能であったa した

がってEGaga rを使用するととが菌株聞の感受性値を比較するのK便利であると思われる。

2.各種菌群のキノホルム感受性

主としてEG agar ~i> ..ける II>so値Kよって判定し， 他の値を参考Kして判断すると次の結果

と在る。 Bacteroides とその近縁菌11株中4株は高い感受性を示し，他の5株は中等度の感受

性を示した。 Ca七enabac七eriua 3株中の2株は高い感受性を示し， 1株は中等度の感受性を示

した。 とれK対しBifidobac℃eria 7株，S℃r ep七Ococcus 1株， E.c Oユi4株はキ

ノホルムK対し非感受性であった。

考察

SMO N患者の腸内細菌叢のうちBacteroidesゃ Ca℃e naba c七eri aは健康人のそれら

に比べて明らかK誠少している事実が認められている。今回の実験で得られた結果は，とれらの菌の

多くがキノホルムK比較的感受性であるととを示している。したがって，SMO N患者の腸内細菌叢

の変化がキノホルムの長期服用の影響Kよると考えても矛盾しないようK思われる。ただ今回検査し

たBifidobaC℃e ri a菌株はキノホルム非感受性であったととは，SMO N患者K訟けるとの菌

群の獄少の事実K一致しない。しかしとれは一部のSMO N患者の常在菌である Bifido-

bac℃e ria kキノホルム感受性のものがあるというととも考えられるし，また， SMO N患者K

なける腸管の病的変化や細菌叢の変化K起因する二次的現象として本来はキノホルムK非感受性な

Bifidobacteriaの菌数も棋少したものとも考えられる。

一方， SMO N患者KかいてS℃rep℃o c oc c iやEnterobac℃eriaceae の菌群の菌数

Kはほとんど滋少が見られず， かえってやや増加の傾向Kある事実は，これらの菌がキノホルムK対

し非感受性であるととから説明できょう。

総括

Ba c℃e roides 3株， Bifidobacteria 7株， S℃reptococcus l株，旦．♀♀斗

4株のキノホルム感受性を調べた。

1）キノホルム感受性検査KはEG agarのほうがBL agarよD感度がよい。

2) Ba c℃e roide sや CatenabacteriaはキノホルムK比較的感受性が高いが，

-18-



Bifidobacteria や S七re p七cocci,En ℃e robacteria非感受性である。

以上のζとはSMO N患者V'Ll.~ける腸内細菌叢の異常は，キノホルム K対ナる各種菌群の感受性の

差を示すもりと考えられる。
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SMON剖検例の細菌学的検査成績

中谷林太郎， 中野英一 ，山崎恵子， 犬上洋子

（国立公衆衛生院）

井 形 昭弘

（東大神経内科）

青山 友 三

（東大医科研）

光 岡知 足

（理科学研究所）

1. 4例の SMON患者剖検例

1）症例 ~ 57才 1970年 3月11日剖検

病院 キノホルム（1969年 12月30日～70年3月11日，エマホルム毎日 2g) 

髄液：増菌〔カルチ ャー ・ボトル4{.2（臨床用テオグリ コレート培地），以下同様〕 Kょ！？' 

Co rγn ebacterium sp.を検出。

胆汁．小腸内容 ．大腸内容 ：：Klebsiella pneumo n工aeを検出。胆汁，小腸内容からはほ

とんど純培養。

2）症例 1 40才 1970年6月10日剖検

育院 （井形ら：肝なよび腎Kキノホルム沈着をみた 1症例。医学のあゆみ．75 : 491, 1970 ) 

髄液：増菌Kより， Ki ebsi ell a .:t~neumoni ac, S七re p℃o coccus を検出。

血液：増菌Kより， Klebsieユユa pneumoniae,Strep七ococcus を検出。

大使：（衰1）菌叢異常。

3）症例 ~ 49才 1970年8月20日剖検

病院 （井形ら ：SMO  N患者の緑色色素ー緑色尿を呈した二症例ー ．日本医事新報 .~ 2421 

. 25, 1970 .症例 2）キノホルム（ 4月末～5月9日， 2g／日.5月10日～6月26日，5g/I日

大使（生前，5月26・日）： （表1）菌叢きわめて異常。

大使（剖検時， 8月20日）：（表1）菌叢きわめて異常。

髄液：増菌により， Enterobac七eri a ceae, S tr eptoc oc c us,, Stophylo coccus, 

Bacteroidacea e を検出。

胆汁：増菌Kより，Acidophilus N,Lactobaciユlus fermenti Iを検出。

4）症例 73才 1970年9月6日剖検

病院 （症例 ，同一論文中の症例1) 

キノホルム（2月25日～8月7日， 2g/日〉

nu 
q
L
 



大使〈生前， 5月26日）：（表1）菌叢異常。

大使（音lJ検時， 9月6日〉：（表1）菌叢異常。 Klebs工ellapneumon工ae を検出。

髄液：増菌Vてより，Bae七ero工daceael, En七erobacteriaceae (Proteus), 

Pseudomonas aeruginosa, Stre p℃o c o c c us, Cl o s t r id i um , S tap hy l o -

coccus, Lac to bac i 11 us を検出。

血液：増菌tてより， Ba ct er o idac eae, En七erob a c七er i a c ea e, 8 t r e pt o c o c c us 

を検出。

2. SMON患者髄液からの細菌検出例

症例 35才 1970年8月4日検査

病院 キノホルム〔検査前1週前より以後は（ー〉〕

髄液：増菌Kより， Staphylococcus epiderm工di s を検出。

大使・ （表 1）菌叢異常。

表 1 腸内細菌叢 （剖検319!J，患者1例 ）

症 例 （検査月日）

菌 種

(6.10) 県 8) I (5. .20) \2~）前（9:(5. .6）’ ( 8.4) 

1. Bac℃eroidaceae 9.6* 4.0 6.9 8.8 9.0 

2.Catenabacterium 9.5 

3.Bifidobac七erium 9.5 6.3 9.1 

4.Pep七OS七reptococcus 8.2 

5・Lac℃obacillus 2.6 5.0 6.3 9.4 3.0 

6.Strep七ococcus 8.5 10.2 6.8 10.3 8.9 8.7 

7 .Enterobacteriac eae 9.9 8.8 7.4 9.3 8.9 8.8 

8.Clos七ridium 7.3 7.9 5.2 

9. Veillonella 6.8 6.0 

10.s七aphylococcus 7.4 4.8 8.6 8.2 

11. Baciユlus
12.Mold 

13.yeast 4.3 3.3 3. 7 

Tot a工 10.2 10.2 7.7 10.3 9.7 9.8 

相j 定 異常 異常 異常 異常 異常 異常

＊大使中1g当bの菌数のlog

3.考察

1 ）髄液，血液， 胆汁中から種々の菌が検出された。とれらの菌が一次的病因であるとは考えられな

いが， ｜）死後の侵入， ii）材料採取時の汚染，iii ）増菌Kよる正常Kも存在しうる少数菌の検出等
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も否定できないとはいえ，各種細菌の体内侵入K対する抵抗力の減少が一つの可能性として示唆され

る。

2）剖検3例の腸内細菌叢は生前，死後を通じて異常であった。

3）剖検4例中3例からKlebsiella pneumoniaeが検出された。重症度と本菌の関連性

が示唆される。

ワム
円

L



SMON患者の腸内細菌叢
一連続検査成績とキノホルム服用ー

中谷林太郎，中野英一，山崎恵子，犬上洋子

（国立公衆衛生院）

光岡知足

（理科学研究所）

井形昭弘

（東大神経内科）

腸内細菌叢を2～3回Kわたって調べるととのできたSMO N患者6例と剖検例2例（中谷弘前

報） Vt:ついて，検査時十てかけるキノホルム服用と菌叢の異常との関係を検討した。

菌叢の検査成績を表 1Vt:示ナ。 在主p剖検例の成績は前報の表 1Vt:示した。

菌叢の正常．異常とキノホルム服用の関係をまとめて表2Vt:示す。（1）検査当時Kキノホルムを全く

服用していなかった群2例， （2）検査期間中ひきつづき服用中の群2例， （3）最初の検査時Vては服用，の

ちKは非服用の群4例Vてわけで示しである。

なな症例 Jは人工匹門からの小腸内容と旧紅門内容を示べた特殊例である。その成績も同じ表K示

してはあるが， とれは他の症例とは別K考える必要があると思われる。

キノホルム服用中の菌叢は5/7の割合で異常であり，非服用中のそれは3/8の割合で異常であ

った。

またキノホルム服用中で異常な細菌叢を示した例では，異常の度合がはなはだしい場合が多かった。

以上の所見はSMO  N患者でみられた腸内細菌叢の異常（中谷ら ）はキノホルム服用と密接左関連

を有するととを強〈推定させる。

表 2. 腸内細菌叢連続検査側 Vt:J:.~ ける

キノホルム服用と菌叢の関係、

キノホルム服用 症例 菌 叢 備考

1. e→ 。 。 異→θ正
。 正→θ正

2.⑦→⑦  
⑦正→⑦正

⑦ 異→⑦異

⑦ 異→θ正→Gや込異
トー・

⑦異→θ異 死亡 （前述 ）

3 ⑦→ G ⑦異→θ異 死亡（前述〉
炉ー・

⑦？ →θつ 人工E門内容

⑦異 ーθ異 旧区門内容
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l¥:) 

・h

菌 種

I.Bae℃eroidaceae 

2.Ca七enabac七erium

3.Bifidobac七erium

4.Pep七08℃rep七ococcus

5 .Lactobacillus 

6.S七rep七ococcus

7.En七erobac℃eriaceae

8. Clos℃ridium 

9. Veillonella 

10.s℃aphylococcus 

11. Pe.ci llus 

12.Mold 

13. Yeas七

T O℃a 1 

半lJ 定

「 ー

θ 
5.26 

7.4 

9.2 

5.2 

10.5 

9.7 

4.6 

3.6 

3.7 

10.6 

異常

表 1. 連続検査例の腸内細菌叢 ( 7例 15検体）

症 仔U （検査月日，キノホルム服芹⑪， 8 )

θ θ θ R ⑦ ⑤ ⑪ ⑦ θ 。人工JII門 旧虹門

8.4 7.7 9.7 7.19 2.28 7.20 7.28 7.14 8.5 8.20 ⑦6.1687.6 ⑤6.1697.6 

9.5 10.2 9.0 9.8 9.0 6.9 9.2 9.3 10.5 3.5 9.7 4.0 

8.1 9.1 7.3 10.3 7.3 8.3 8.4 9.6 8.8 8.3 

8.5 9.7 8.4 9.8 8.3 8.6 9.9 
， 

9.0 

4.3 4.0 4.7 8.6 7.0 6.1 8.5 7.8 

7.5 8.8 6.9 9.9 8.7 6.9 8.1 6.7 8.9 10.3 5.0 6.0 8.3 7.1 

8.6 7.3 8.0 8.6 6.8 4.7 7.4 7.9 7.2 10.0 4.9 5.0 9.0 8.9 

6.0 4.3 8.6 4.6 7.8 4.6 10.1 

9.2 2.3 8.6 7.4 8.0 10.1 5.4 

6.5 2.5 4.6 4.0 5.3 4.1 2.6 

3.2 8.8 8.4 

5.4 

4.8 2.8 4.6 2.3 4.0 2.7 3.6 9.8 

9.8 10.4 9.3 10.6 9.3 6.9 8.2 9.3 9.5 11.0 5.6 6.0 9.9 10.3 

正常 正常 正常 正常 正常 異常 異常 異常 正常 や異や常 （異） （異） 異常 異常



キノホノレム投与中止1年後のSMON患者の

腸内細菌叢の変化

中谷林太郎 ，山崎恵子，犬上洋子， 中野英一

（国立公衆衛生院衛生徴生物学部〉

光岡知足

（理科学研究所〉

井形昭弘

（東京大学医学部脳研神経内科．鹿児島大学医学部内科第3講座）

健康人の大使内細菌叢K比較すると，SMO N患者では異常を呈する例が多〈（表1参照）， との

現象はキノホルムKよる直接間接の影響Kよるものであろうと推察した。今回はキノホルム投与中止

1年後VL, 1970年θ ～12月K検査した51例中の16例のSMO N患者Kついて，再検査したので

その結果を報告する。

方法

16例のSMO N患者の大使を1971年9月K，従来と同一方法を用いて検査した。患者は東京地域

在住のものであった。

表1.キノホルム投与中と投与中止後l年後のSMO N患者の腸内細菌叢の比較

(a) SMON患者 (b) SMON患者 (c) SMON患者 (d）健康人

群
1970. (16例 1970.6～ (16 ~J. 1971. 9) ( 35例〉菌 (51例’6～12〕 ’8.再掲）

菌数a検出率b 菌数 検出率 菌数 検出率 菌数 検出率

Total counts 10.1 10.3 10.6 10.7 

Bacteroidaceae 9.2 96 9.6 100 10.2 100 10.2 

G五℃enabac七eria 8.7 75 9.2 75 8.9 81 9.7 

Bifidobacteria 8.8 位 9.2 81 9.7 81 9.9 

Pep℃OS℃reptococci 8.3 33 8.4 25 8.4 44 8.6 

lac to bacilli 6.5 79 6.5 94 7.5 94 7.4 

Streptococci 8.7 100 8.9 100 7.9 100 8.2 

En℃erobacterjaceae 8.4 100 9.0 100 8.4 100 8.2 

Clos七ridia 5.9 49 6.3 32 7.1 81 6.1 

Veillone工工ae 6.9 63 7.7 75 7.0 88 4.5 

S℃aphylococci 5.2 61 6.1 56 3.4 56 3.9 

Bacilli 6.4 加 5.9 19 5.1 19 3.1 

Molds 3.2 2 。 。。 。 2.5 
Yeasts 4.2 59 3.9 63 4.0 81 3.7 

(a), (d）：中谷ほか， 1971. SM 0 N患者の腸内細菌叢とキノホルム，医学のらゆみ
(b) : (a）の中の16例 78:472～473 
(c) : (b）の 16例をキノホルム投与中止1年後（1971年 9月）再検査したもの，

男6例（22～46才〉女10例（33～64お（拝令は 1971年9月現在〉．
凶大使1gあたりの菌数の対数平均値 ． M パーセント．
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結果

1 腸内菌叢の比較（表1) 

i ）菌数：キノホルム投与中止1年後〔衰 1( c）〕 Kは1970のキノホルム投与中〔表 1( b）〕

K比べて，総菌数Bifidoba c℃e ria,Lactobacilli,Clostridiaが増加の傾向を

示し，Streptococci,Enterobaba.c℃eriaceae,Veillonellae,S七aphyユo-

cocci, Bacill lは獄少の傾向を示した。とのうち， Lactobaciユliの増加と，

S℃reptococciなよび Staphylococciの滋少は著しかった。

左な， Catenabacteriaの菌数は1年後の方がかえって諒少していたが， との意義はついては

よ〈分らない。

ii ）検出率： 1年後〔表 1( c）〕KはClostridiaなよびPep七OS七reptococci の検

出率は著明K上昇した。また， Ca tenabacteria, Veillonellae i.~ よびYeast sでも

やや上昇の傾向Kあった。

2.異常細菌叢の改善傾向（衰2' 3 ) 

キノホルム投与中止1年後の細菌叢がどのように変化したかを各症例どとK比較した結果を表211(

示す。細菌叢の異常，やや異常，正常の判定は，健康人の細菌叢を基準として各症例む細菌叢のノξラ

ンスを総合的K考慮して行なった。との結果Kよると， 16例中 9例（ 56 % ）κ好転ないし改善が
みられ， 3例 （19%）は不変， 4例 （25 % ）は悪化を示した。 全体としては改善の傾向がみられ

たようK考えられる。
表 2.キノホルム投与中止1年後のSMON患者

の腸内細菌叢の異常状態の改善傾向

l腸内細菌叢
例数

変 化

の変化 1970年→1971年 例数

異常 正常 3 

好転 9 やや異常 正常 3 

異常 やや異常a 3 

正常 正常 1 

不変 3 やや異常 やや異常b 1 

異常 異常 1 

4 正常 やや異常 3 悪化
やや異常 異常c 1 

a l例は時々下痢．

b 3日間抗生物質投与中．c 軟便下痢．
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またとれら16例を各検査年度どとKそれぞれ1集団とみなして比較してみたのが表3の結果である。

乙れからみても，キノホルム投与中止1年後Kは異常例が滋P，正常，やや異常の例数が増加してい

る傾向が明らかである。しかしまだ健康人集団K比べると正常例は少ない。

表 3. キノホルム投与中止1年後のSMON患者

の腸内細菌叢の異常率の変化

SMON患者 （16例 ） 異常（%） やや異常 （%） 正常（%）

1970年6～8月検査 7 ( 44) 5 ( 31) 4 ( 25) 

1971年9月検査 2 ( 12) 7 ( 44) 7 ( 44) . 

3 .臨床症状の変化と腸内細菌叢の変化の相互関係（表4) 

キノホルム投与中止1年後Kとれら16例の臨床像がどのようK変化したかを，腸内細菌叢の変化と

対応させて集計した結果を表4K示す。との 1年聞に臨床症状がほぼ全治ないし軽快したものは9例

( 56 % ）で，不変5例（ 31 % ）， 悪化2例 （13%）と在っている。しかし表4Kみられる ように，

表4. キノホルム投与中止後の臨床症状

の変化と腸内細菌叢の変化の相互関係

臨床症状 腸内細菌叢の変化

の変化
好転 ｜不変 ｜悪化

計

全治～軽快 4 2 3 9 

不変 3 1 1 5 

悪 化 2 。 。 2 

計 9 3 4 16 

臨床症状の改善は必ずしも腸内細菌叢の改善と平行しているわけでなく，両者の間Kはそれはど明確

左相関関係はみられ左いようである。

考察

キノホルム投与中止1年後のSMO N患者c腸内細菌叢は，全体的な傾向として，各種菌群の菌数

と検出率K改善がみられ，また異常例数も滋少した。とのととは先Kキノホルム投与中Kみられた

SMO N患者の高率で高度左腸内細菌叢の異常状態は，キノホルムKよる直接的影響が強かったとと

を示唆している。

一方とれらの症例では臨床症状Kも改善傾向が認められたが，必ずしも腸内細菌叢の変化と平行し

てい左い。との事実は，腸内細菌叢の異常状態がキノホルムの直接的影響を強〈受けて惹起されると

考えられるのに対し，臨床症状の回復は単K腸内細菌叢C改善Kのみよるものでは念〈，他の多くの

要因の総合的結果と して発現されると考えるととKよって説明できょう。

総括
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SMO N患者の16例Kついて，キノホルム投与中と投与中止後1年後K大使内細菌叢の検査を行念

い，菌数，検出率，菌叢異常率，臨床症状の対比を行在った。投与中止1年後の細菌叢は健康人のそ

れK近づいた傾向が明らかであった。しかし，臨床症状の改善との相関関係はそれほど明確で左かっ

た。 SMO  N患者K認められた腸内細菌叢の異常Kは，投与されていたキノホルムの直接的影響が大

きま要因と して関与していたと考えられる。
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マウスにおけるMycoplasma neurolyticum 

の病原性に関する実験的研究

尾形 学 ， 跡部ヒサエ， 輿水 馨

（東京大学農学部家畜徴生物学教室 ）

I 要約

SMO Nの病因とMァcoplasma （以下Mと略）の毒性の関連性vc着目し，本菌中唯一の神経

毒素重成菌種として知られる且.： neuroly℃icumのマウスにbける毒性について実験的研究を行

なった。市販（conventional）マクスの鼻腔（ 2 9～3 8 ~ら），気管（ 2 1～2 5 % ) ' 肺

( 0～2 0 % ），脳（ 0～2 5 ~ら） VCM. neuroly七icum c潜在的感染があるととを明らかにし

たが， とれらのマウスには何等の神経症状も認められなかった。乙れらのM分離株の 24時間培養菌液

はマクスの尾静脈内接種Kより，横回転，運動失調，向上性麻癖などの症状を示し， 5時間以内で死

亡した。その毒素量はLD50=23.2～25.3 / o. 5 mtであった。SMO Nの原因としてMが関与する

役割は現段階では否定的である。

E 緒 百

3 ) 6 ) 5) 10 ) 4 ) 
SMO N患者の舌苔，糞便るるいは咽頭ぬぐい液から，本間ら，中村ら，甲野ら，俵ら，妹尾らに

6) 
よってMが分離された。とれらのMのうち中村らが患者舌苔よb分離したMはM.salivarium,

甲野らがが舌苔より分離したMは旦ニ旦工主主主 Type1 と同定されたが，他の分離株を含めてこれ

らのMがSMON C病因としてとくに直接の意義をもっという証拠はえられていない。しかしながら，
3) 

本間lらは，患者舌帯よb分離した株をモルモァトの腹腔ならびに静脈内に接種したととろ，歩行困難，

盤磐等の症状を示し，また乙のMはマウスの脳で長期にわたって滞留するととを報告した。また妹尾
4) 
らは，患者下痢使から分離したMをマウスvc脳内接種したところ，毛皮立毛，不安状態，知覚麻簿，

異常動作などを示すことを報告した。とれらのととから，著者らはSMO Nの病因とMの毒性の関連

性に着目し，本菌属中唯一の神経毒素童生菌種として知られるM.neuroly℃icumとマウスの実

験系を用い，本菌種のマクスVC:i."-ける分布ならびに毒性について実験的研究を行なった。以下その成

績の概要を報告する。

m 材料および方法
1 ）マクス：；M.neurolyticumの分離をととるみたマウスは外見的に健康な（conventiona斗）

1カ月， bよび5カ月令dd系（ 2飼育場由来） 28"11:S ならびに7～14カ月令Gp C系14匹

でるる。毒性試験K用いたマウスはIc R系（ SPF), ddY系（ SPF）で業者より購入した。

2）分離培養基ならびに分離培養法 ：Mの分離培養基はPPLO-Agar(Difco）に馬血清20 

%, 2 5 % ( W/V）イース トエキス トラクト（日甜） 1 0 %，ペニシリンG1,ooou/mt

2. 5 9ら酢酢タリウム 1%を加えたものを使用した。分離培養法は鼻なよび気管からは甑菌綿棒によ
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b粘液を探取し，肺，脳等はPPLO-Broth (Difeo）を用い10 %乳剤としたものを分

離培地に直接接種し，好気的VL3 7。c3～7日間培養した。

3) M ye oplasma株： MC同定ならび毒性試験に対照として用いた標準株のうち、 M.neuroly-

七icumPG-28, M.pulmonis PG-22, M.arthr i℃i dis PG-6は， D.G.

ff.Edward( W e工lcome Research Labora七ories, England) より分与

を受けた。

4 ) M ye oplasmaの同定 ．血清学的性状はClyde1）によって報告された発育阻止試験により決
7) 

定した。各種生物学的性状の検査は著者らによ b先に報告された方法にもとずいて実施した。

5 ）マウス毒性試験＂ Mの増殖に用いた培地は，前記分離培地のうちPPLO-Agar(D ifco) 

をPPLO-Broth(Difeo）に代え，また酢酢タリウ ムは除外した。 Tuユ工；弘法K従がい

SP Fマクスの尾静脈VLMの24時間培養菌液の0.5mtを接種し，以後症状の経時的観察を行ない

マウスの生死を判定の指標とした。

IV 実験成績

1 ) M . n e u roly ti cumの分離成績

表 1VL示すように，マワス系統別（飼育場別〉ではdd-s系35 %, dd-F系50 %, GPO系

3 6 %であった。とれをマウスの部位別にみると鼻腔29～38%，気管21～2 5 %，肺0～

2 0 %，脳0～ 25 %であった。とのことからマウスの系統（問育場別）によっては，呼吸器道ば

かりでなく，肺，脳等にもかなbのM.neuroユァ℃icumが潜在的に感染しているととが明らか

となった。

とれらのMはすべて， M.neuroユyti cum PG -2 8 株家兎免疫血滑によって発育阻止さ

れ，その生物学的性状はブドク糖分解性肘，アルギニン分解性H. メテレンブルー還元性肘，テト

ラゾリウム塩還元性悦溶血性；モルモ ット血球的 馬血球（α）フィルム・スポッ ト童生性←）であ

った。

表 1
外見上健康なマウス沙諸らのM.neurolア℃icumの分離成績

No Number of isolations from 

Age* of 
Mice 

Mouse 
Nose Trachea Lung Brain 

S七rain mice 

No.pos .% No. pos % No,pos.% No.pos.% No.posjら

dd-s 1 20 7 35 ND ND 3/16 20 5/20 25 

dd-F 5 8 4 50 3/8 38 2/8 25 0/8 。1/8 13 
GPO 7-14 14 5 36 ゐ／i429 3/14 21 0/14 。0/14 。
ND: Not done 

*:Months 
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2）毒性試験

分離株は，株によb毒性の強弱の差が認められたが，全株が毒素童生株でるった。また株の分離

部位による毒性の差は認められなかった（表 2）。マウスの系統による毒素感受性の差は認められ

なかった（表3）。多くのマクスは 10～2 0分の潜伏期のあと，横回転，運動失調，向上性麻癖

など了o11 i ng di seas e特有な症状を示し， 5時間以内で死亡した。強い毒素産生株では 2～

5分以内に口から出血性の泡を出して死亡した。 24時間培養の毒素量はiv投与法で測定した時，

.117: 1株はLD5o=232/0.5711£, .117:9株ではLD50= 253/0.5711£であった（表3）。接種経路

による死亡率は静脈内 5/5，腹腔内4/5，脳 1/5，皮下0/5で②った（表4）。

マウス各部位から分離されたM.neuro工yticumの毒性試験
表 2

Mycoplasma 中
小
中
小ネネ

ア宇し・14
戸
V．1
－
 

x
 
o
 

十
Ue
 
s
 
u
 
o
 
M
 Recovery s i七e No.of S七ra工ns

七es七ed

Nose 8 5/5 

Trac he a 6 5/5 

Lung 1 5/ 5 

Brain 2 5/5  

Nose 3 4/5 

Trachea 3 4/5 

Bra工n 1 4/ 5 

Brain 1米 0/ 5 

Lung 
1 ）ド〉ド 0/5 

J O工nt l本〉ド＊ 0/ 5 

ネ M.neuroly℃icum P Gー 28

ネネ M.puユ皿oni s PG -2 2 

ネネネ M.ar七hri七idis PG-6 

ネネネネ No. dead/ No.inoculated 
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マウスにかけるM.neuroly℃icumの毒素定量試験

表 3

Mouse Bro℃h >Iく Time of death Mouse 
8 train LD 

s七rain dilu℃ion min.after inocuユa℃工on ℃oxici℃ア 5C 

Undilu七ed 2 2 120 180 180 5/ 5 

1 2 10 10 10 180 240 5/ 5 

ICR 1 4 60 60 120 120 180 5/ 5 2 3.3 

(SPF) 
1 8 300 460 460 760 達／5

1 16 0/ 5 
-16. 1 

Undilu℃ed 20 20 60 180 240 5/ 5 

dd-Y 1 2 60 20 120 120 240 5/ 5 

(SPF) 4 60 80 80 240 300 5/ 5 2 3.1 

1 8 330 480 960 2880 4/ 5 

16 0/ 5 

Undilu℃ed 3 3 4 4 60 5/ 5 

1 2 3 3 5 5 180 5/ 5 

1 4 30 30 60 120 180 5/ 5 

工CR 
5/ 5 1 8 60 120 120 180 180 2 5.5 

(SPF) 
16 180 180 180 210 240 5/ 5 

1 32 180 180 180 300 630 5/5 

1 64 0/ 5 
必.9

Undilu℃ed 3 3 5 5 20 5/ 5 

1 2 3 3 3 180 240 5/ 5 

dd-Y 
1 4 25 60 60 120 330 5/ 5 

(SPF) 8 60 60 120 180 4/ 4 2 5.1 

1 16 180 210 330 490 540 5/ 5 

1 32 180 640 900 3/ 5 

1 64 0/ 5 

ネ 24 hr bro七h cul℃u re 
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マウス接種経路によるM.neuroly℃icum毒性試験

表4

Rou℃e of 
工nocula℃ion

Dose (CF U) 

In℃ravenous 0.5 mi (4×1 07 ) 

I n℃ra戸ri℃oneal 0 5 庇8 II 

In℃racerebral 0.03 mi fl 

Subcu℃aneous 0. 5 ml II 

* No. dead/ No. inoculated 

V 考察

Incidence of dea℃hネ

5/ 5 

4/ 5 

1/ 5 

0/ 5 

M.neuroly七icumはMycoplasma菌属中唯一の神経毒素産生菌種として，マウスに実験

的VCrollingdiseas e をなとさせるととが知られている。しかしながら自然界にかいては，

ウイルスあるいは原虫などをマクスの脳内で継代中K潜在的なM.neurolyticum が活性化し，
2)8 )9) 

rolling diseaseが発現された報告があるのみでるる。 今回の研究から明らかになったよう

に，市販（c onve n℃i onal）マウスは程度の差はあれ，呼吸器あるいは脳K本菌種の潜在的感染

が認められた。しかしながら，とのようなマウスは外見的には何等症状はなし これから分離された

M.neuroly七icum菌株の人工培養菌の接種によってCみはげしい神経症状が認められた。

一般にMの病原性を確認するととはきわめて困難である。ぞれは本菌属が通常健康な動物あるいは

人の呼吸器，性殖器粘膜の正常細菌叢を構成してなり，他の原因による疾病の際に本菌属の分離率が

若干高率になる乙とが知られているからである。従ってSMO N患者の口腔，糞便等からのMの分離

あるいは分離率の上昇が病因といかに結び付くかは，にわかに判定しがたい。現在人由来のMは8菌

種が知られているが，乙れらのうちM.pneumoniaeを除いてその病原性は確定していない。従っ

てSMO N患者由来のMについては，まずその確実な同定が先決と考えられる。さらに分離されたM

のマウス等に対する動物実験Kないて，本研究にかいて明らかにされたように使用されるマウスの潜

在的M感染に慎重な考慮が払われなければならない。特VCM感染の場合，その症状の発現は潜在性のM
12) 

あるいは他の徴生物なよび物質の存在によってきびしく規制されることが知られているからである。 J

今回の研究によb，一見健康（ c onve n七ional）マウスは旦.neurolyticum （［）潜在感染

を広くうけていることが明らかになったが， 乙れらのマウスは何等の神経症状を示さなかった。乙れ
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らのことから，現在の段階でSMO Nの原因としてMを唆示する結果は全く得られなかった。
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イヌを用いたマイコプラズマおよび

キノホルムの接種実験例

俵 寿太郎，金政泰弘，市川弘幸，赤塚和也，阿部昭延

（岡山大学医学部徴生物学教室）

小川勝士 ，堤啓，元井 真

（岡山大学医学部病理学教室）

実験動物として雑犬を用い， これにキノホルムを経口投与するととにより前肢後肢に麻揮をきたし

たもCがあり，さらにスモン患者から分離したマイコプラズマを併用投与したものは，臨床症状が一

層増悪し失明したものがみられた。そしてとのことは郁徴生物品かよひ・キノホルム話）で報告し

てきた。しかし乙れが果して再現性のるるものかどうかを長期観察例について追試中であり，その結

果ととれまでに報告したものとを合せてまとめた次分である。

実験材料および方法

キノホノレムは 100～30 Omg/kg/day で連日経口与投与した。使用したマイコプラズマはスモ

ン患者糞便から培養細胞を用いて分離後D工fc oのPPL  O培地で継代中の0-DM株であ9'}jlj l'C 

Mycoi:lasma gallis e壬七icumを比較対照、として使用した。ぞれらの使用撮度は 3 0 0 0 

colonies/mtのものを投与した。

結果

キノホルムを投与中マイコプラズマを併用投与したイヌの l例を示すと表 1の知くである。

すなわち分離したマイコプラズマ0-DM株のみを 10日間投与したがその後61日間無症状であ

った。ぞむため62日目からキノホルムの経口投与を開始した。そして 152日間連続投与したと乙

ろで，マイコプラズマ2m£を10日間投与したが，投与中止後6日してイヌは失明し，後肢と前肢の

麻揮が同時に現われた。失明はそり後90日間続いたが，前後肢の麻薄は3日間で個復した。そこで

前後個麻捧個復後70日経過したととろで，再びマイコプラズマ2m.£宛を 12日間投与したが，投与

中止後5日して後肢に弱い麻薄が現われたので屠殺剖検した。この聞のキノホJレム投与総量は 150g

である。病理組織学的所見では，脊髄は頚髄から胸髄にかけて後葉に変性像がみられ，グリアの増殖

を伴っていた。頚髄のG0 l工索の病巣は境界明瞭で，一部でズダンE陽性穎粒の集族性の出現をみた。

展髄の側索Kあたり，少数の軸索に変性と恩われる像を認めた。

キノホルム投与によるイヌの発症々伏は一般にはこのようなもので，後肢麻痔がまづ現われ，歩く

時によるけるようにな!J' しばらく歩いた後は坐してしまって歩行しなくなった。

その後，前肢にも麻痔が現れるようになって歩行は不能にな b立つことも出来なくなって，ついに

は失明するK至った。
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イヌによるキノホルムbよびマイコプラズマ接種実験の 1例

表 1

日 l1～281斗 91 ～241
数日

キ
ノ量
ホ
ル包）
ム

l失
症｜ー
｜明

叫｜前マ
山 E後

肢ヒ

0-DM株

習j

検

( 0-DM株， 3000coユonies/lmt)

これらの症状をもっ て発症と し，後肢麻揮のみを示したものを＋，前肢後肢ともに麻揮をきたした

ものを件，前後肢麻癖に失明を示したものを＋＋ト，そして発症しなかったものをー とすると，キノホル

ム投与例を一括した表 2I'( i>＂＇いて， 実験群Iは同時Kエマホルム投与を開始したものであるが全てが

莞症した。

イヌ V亡診ける発症例

表 2

実験群 番号 接 種 材 料 症状 註

1 （エマホルム）＋ ( 0-D M株） 村＋ 件＋＋十＋－
－・ー・

2 （エマホノレム）＋ (0-D M株） ＋十 ．－－－ 
I 

（エマホルム）＋ ・－ －－3 ＋ ， ．．． 

4 ）＋ (0-D M株） ・－ －－
前前後陰

5 （キノホルム）＋ (0-D M株） ＋＋＋ 後後肢性

II 
6 （キノホノレム）＋ ( 0-D M株） ＋十 肢麻肢麻薄麻

7 （キノホノレム）+ (0-DM株培養上清） 薄薄

8 （キノホルム）＋

9 （キノホルム）＋
失
明

1 0 （キノホノレム）＋

ill 11 ）＋ (0-D M株）

1 2 （キノホルム）+ ( M.gaユユiB8f.七icum)
1 3 （キノホルム） + (M.ga日iS8f.乱cum)
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エマホルム投与にマイコプラズマ分離株を併用したものは＋＋と＋＋＋で，症状が強かったのに反し， エマ

ホルムのみの投与例は＋で， マイコプラズマ分離株のみを与えたものは勿論発症しなかった。そして

実験群EとEの例はキノホルム粉末によ !J' I群にみられた現像の再現性の確認実験をしたものであ

るが， E群の 5診よび 6の例，つま bキノホルムとマイコプラズマ分離株を併用したものに悼と＋十の

症状が出た時K，その他の例，即ちキノホルムのみ，マイコプラズマのみ，マイコプラズマ培養遠沈

上清シよびMアCoi:,lasma gallise F七icumとの併用例等はいづれも発症していなかった。

もっとも，その後キノホルム投与群はいずれも＋または＋十の発症をしたが，以上の結果は，キノホ

ルムとマイ コプラズマ分離株の併用投与例のみは，その他のものよbも発症が阜〈， しかも症状の強

いことが考えられる結果であって，エマホルムの投与例と同じ結果を得たわけである。とれら実験群

EとEの5なよび6の例の発症時期l'L$＞けるキノホノレム投与量と体重との関係を示したものが表3で

あるが，キノホルムとマイコプラズマ分離株との併用投与群は，その他の投与群よりもキノホルムの

投与量が少いか，あるいは同程度の投与量で既に発症したわけである。

キノホルム投与量と発症の関係

表 3

実験群 番号 接 種 材 料 症状 体重拘 全キノ量ホノレ包ム） 投キ与ノオ期Vレ間ム日）

5 （キノホルム）＋（ O-DM株） 判＋ 9 150.8 256 

6 （キノホノレム）＋（O-DM株） 十十 6 158.0 260 
II 
7 （キノホルム）+C 0-DM株培養上清） 7 158.0 260 

8 （キノホルム）＋（ 7 158 0 260 

9 （キノホルム）＋（ 3 72.9 183 

10 （キノホノレム）＋（ 8 152.3 179 

ill 11 )+(O-DM株） 5 一 一
12 （キノホノレム）+ ( M.gallisei:,七icu.m) 5 92 3 175 

13 （キノホノレム）+CM.galユisei:,℃icu.m) 5 107 7 171 

( 2月10日現在）

考案

生後1カ月のイヌを用いてキノホノレム診よびマイコプラズマ分離株を投与したととろ，後肢麻簿Vて

つづいて前肢麻揮が現われ，さらに失明するにいえる症状を示し，病理組織学的には頭髄から胸髄に

かけて後索に変性像がみられ，グリアの増殖を伴っていた。ななg011索の病巣は境界明瞭で，一部

でズダンE陽性顎粒の集族性の出現をみたが，とれらの所見はスモン患者の所見と酷似している。と

の症状と病理組織像は，キノホノレムのみを与えたものにないてもみられたので，ぞれらの主役を演ず

るものはキノホルムによるものである乙とは，大いに考えられる乙とである。そしてこれらの症状の

発現を促進するものとして多くの要因があると考えられるが，スモン患者糞便から分離したマイコプ
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ラズマを，キノホルムと併用投与したものは，キノホルムのみの投与群よbも発症が早〈，症状が少

少強〈現われたので， とれも促進要因のうちの一つである如き感がある。因みに対照として用いた

M ye o :i:lasma galli s e F七icumでは， マイコプラズマ分離株による如き促進症状はみられ

なかった。

文献

1）マイコプラズマシよびキノホルムの犬による実験例，徴生物部会芳一回ワイルス研究会

( 46.8.5) 

2）犬に於けるキノホルムbよひ．マイコプラズマの接種実験， キノホルム部会対7 3回研究会

(47.2.28,29) 
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SMON患者舌よ りのマイ コプラズマの分離

中村昌弘 ・J11口元也 ・松岡康恵 ・＊村一郎

（久留米大学医学部徴生物学字国立呉病院）

I 序

一 本間等L2）はSMO  N患者にみられる緑舌の細菌検索Kさいして緑膿菌とマイコプラズマに目標を

ないて検索を進めたととろ，東大神経内科 ・中島病院bよび井原病院入院患者より異常に高率にマイ

コプラズマを分離しえた。中野らのも SMO N患者の舌苔より 60 roの割にマイコプラズマを分離し

えた。われわれも SMO  N患者の舌よりのマイコプラズマの分離を試みたのでその成績を報告する。

乙れらの成績の一部はスモン調査研究協議会研究報告書~3 l'LシいですでK報告したが，今回は前回

の分離対象よりさらに1田の分離を試みる機会を得たので，前回の成績も加えて総合した成績を報告

するととにする。との報告はすでに中村ら4）によ って公表されたものであるが，改めて研究協議会報

告書としてまとめるととにした。

II 方法と材料

1 対象患者と検体

国立呉病院入院SMO  N患者36名， うち 11名からは 3回， 1 2名からは2回， 1 3名からは l

回材料を採った。久留米大学医学部付属病院入院SMO  N患者2名からは 1回材料を採取した。対照

として，結桜，癌，肝疾患などの慢性疾患患者76名，歯科疾患患者16 2名， bよび健康者17 7名

からも材料をとった。

2 マイコプラズマの分離法

材料は滅菌綿球で舌をぬぐい，ぞれを直ちに5mtVPPLO bro七h,( PPLO bro七h， 〔Difeo〕

7容，ワマ血清2容，新鮮イーストエキス〔ニジテン〕 1容，ペニシリン lOOOu/me，酢酸タリワ

ム0.5呼／meを含む）へ投入して持ち帰!J' 3～4日間 37℃で培養後（その間ときどき軽〈握量）．

培養液の0,1dをPPL 0 agar平板に塗抹 3 7℃で好気的シよび嫌気的（ガスパ yク使用

〔BB L〕に培養， 3～7日後にコロ一発生の有無を観察した。

マイコプラズマの同定はコロニーの形態と型免疫血清を含むdiscによる発育阻止試験（grow七h

i吐1工b工℃ion）のみによった。

E 成績

国立呉病院入院SMO N患者よりのマイコプラズマの分離成績は表 1のようである。第 1回自の分

離試験では好気的培養のみしか試みていないが検出率66. 6 %でるb，第2回，第3回目では嫌気的

培養も試みたが，第 2回は 40 %，第 3回目は12.1roの検出率であった。3回分離試験ができたも

のの検出率は3固とも陽性が36.4 %で， 2回が 27.3 %, 1回のみ陽性が 18.zroで， 3固とも

陰性が18.2 %であった。
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SMO N患者の舌よりのMyco.i;.lasmaの分離成績

表 1

材 料 採 取 年 月 日

患者必：
年令
発病年月 9/18/1970 1/29/1971 8/2 3/19 7 1 分 離率

性

好気 菌型 好気嫌気 菌型 好気嫌費 菌型

、
5-1-5 56平 1968 7 一 一 ＋ M.saliv. 一 ＋ M.saliv 2/3 
2-3-1 5 2 !f 1967 2 0/3 

3-4-3 55平 1968 5 ＋ M.saユiv.＋ ＋ ？ ＋ M関与v.3/3 
3/3 

4- 5- 2 66平 1968 6 ＋ M saliv. ＋ 弘saliv.乙／3
... 36. 4% 

13-7-9 56平 1970 4 ＋ 祉saliv. ＋ 祇saliv.2/3 
2/3 

一
10-8-13 70平 1969 1 ＋ M.saユiv.＋ ＋ ＋ M.s心iV.3/3 

・・・27.39ら

11-12-10 67 平 1970 6 ＋ M.s叫iv.＋ ＋ ＋ 3/3 
1/3 

18ー20-1254平 1969 7 ＋ M.saliv. ＋ ＋ cα1国凪 3/3 
・・・18.zro

0/3 
17-21-21 67 平 1969 5 ＋ Msaユヰv ？ 1/3 

1 -29-8 67字 1967 7 0/3 
... 18. 29ら

一
16-17-16 80 字 1967 12 一 ＋ M.saユヰv. 1/3 

' 
6-2 66平 1966 7 0/2 

9-9 27 平 1970 8 ＋ M.saliv. 1/2 

14-10 71 平 1970 5 十 M saliv. 1/2 

12-11 58平 1968 6 ＋ M saliv. ＋ 2/2 2/2 

6 -6 78平 1969 5 0/2 ・・.33. 39ら

13-4 68字 1965 5 ＋ ＋ ＋ M.saユiv.4/2 1/2 

18ー2274 平 1968 8 ＋ ＋ M.saliv. 1/2 ・・・33.3% 

19-1 7 33 0 1970 ＋ 1/2 0/2 

22-20 36 0 1963 11 ＋ ＋ ＋ M.saユiv.2/2 ・・33.3% 

23-18 63 0 1967 3 一 0/2 

30-11 71 平 1969 4 ＋ ＋ M.saliv. ＋ ？ M.saliv. 2/2 

15-7 54平 1970 4 0/2 

7- 28平 1970 2 0/1 

8- 53平 1969 8 ＋ M.saliv. 1/1 

15- 55 平 1968 5 ＋ M.sallv. 1/1 

14- 71 0 1968 12 0/1 

16- 59 平 1970 7 0/1 1/1 

24 - 32 0 1970 9 ＋ ＋ 1/1 ... 61. 5% 

25- 48 0 19 69 11 ＋ 十 1/1 >0/1 

26- 64 0 1970 4 0/1 ・・・38.5%

27- 74 平 1969 10 0/1 

28- 75 字 1968 5 ＋ 十 1/1 

-14 39 平 1971 5 ＋ 1/1 

-15 61 0 1968 12 ＋ 1/1 

-19 61 0 1970 5 ＋ 1/1 

分 離 キー』ユ 1乙／18(66.筋） 12/30(40.0%) 16/22( 7 2. 7'7ら）
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2回分離試験ができたものの成績は表 1VL示すよ うに33. 3 %で， 1回のみの試験では61.5 % 

が陽性であった。久留米大学付属病院入院SMO N患者では 2名の菌検出を試みたが， 1名のみ陽性

であった。なシ，得られたマイコプラズマはすべてM.salivariumであった。

対照として試みた慢性疾患患者でのマイコプラズマの検出率は暢性者8名， 10. 5 %， 歯科疾患患

者では45名陽性， 2 7. 8 ~ら， 健康者では 1 6 名陽性で 9~らの検出率であ った。

IV~ 考察
本間ら1・2）の示したSMO  N患者舌苔よ bのマイコプラズマの分離率は異常に高 ＜so%以上である

｜が， われわれの試みた成績でも 66, 72%という高値であった。第 2回の試みは寒冷のため検出率

が悪かったと恩われる。それでも対照として試みた他の患者診よび健康者の検出率よりはるかに高い。

｜富山5）はSMON発症とマイコプラズマの検出率との聞の因果関係を調べているが成績は不明のまま

終っている。われわれの場合もなぜ乙のような高値の検出率が得られるか，その原因は不明のままで

ある。

文献

1）本間遜，帖佐浩，榎本美枝子，渡部肇，静山友三，富山哲雄，甲野礼作： SMO  N患者の舌苔よ

りの菌の検出， 日本細菌学雑誌 25(12), 684-685, 1970. 

I 2）本間遜，帖佐浩，榎本美枝子，渡部肇，富山哲雄，甲野礼作 .SMON患者の舌苔辛子よび糞便よ
I bのMycor.lasmaの検出， 日本臨床29, 753一758,1971.
3）甲野礼作，志賀定調，篠川且，赤尾頼幸： SMO  N患者材料よりのマイ コプラズマの分離の試み，

スモン調査研究協議会研究報告書，昭和4 5 ，病原班研究報告， ~ 3 ' 1 0 3 -1 0 6, 1 9 7 1 . 

4）中村昌弘， Jil口元也，松岡康恵，大村一郎： SMO  N患者の舌よりのマイコプラズマの分離，医

学のるゆみ， 80(6), 399-400, 1972. 

5）富山哲雄： SMO  N患者由来マイコプラズマによる患者血清反応，スモン調査研究協議会研究報

告書，昭和45，病原班研究報告，必；3, 93-97,1971. 
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SMON患者の舌苔および糞便よ り分離

したMycoplasmaの同定

本間遜，帖佐浩，李貴連

（東大医科研徴生物株保存施設 ）

SMO N患者の菌の検索にあたり私共はMアCo_r.lasmaの分離と同定を分担するととになったが，

患者の舌苔bよび糞便よ bのMyco_r.lasmaの検出の方法及び結果については前報I2のとbりであ

るが， とれらの方法で舌苔よ D分離した株23株とその病原性をしらべる目的でマウスの脳内K接種

して再分離した6株なよび糞便より分離した株2株で計31株について生物学的性状及び血清学的性

状をしらべ同定したので報告する。

実験方法

患者材料診よび分離方法：前報参照I2 

被検菌株： SMO N患者舌苔由来株23株と糞便由来株2株，ぞれに舌苔由来株23株中の6株をマ

ウスに脳内接種を行い，マワスの脳を通過したそれらの株の6株計31株の同定を行った。対照株と

して既知の標準株として人由来5株，露歯類由来株1株を用いた。これらのMyco_r.lasmaはスキム

ミルク 3%，ブドク糖5%(PH7.6）を分散媒として凍結したものを使用した。

培地はChanoc k等（3）のPPL  O用の寒天培地，液状培地を用いた。 37℃3日間ないし7日間好

気的，嫌気的培養を行いその菌体を検査材料と した。検査方法は以下に記ナ

ブドク糖の分解能 ：液状培地に 1~らになるようにブ ドク糖溶液と 0 .2 %PR液を加えてPHが7.4に

なるよう に 1 N Nao Hで修正し菌を加えて 37℃3日間ないし7日間好気的，嫌気的に培養を行

った。

アルギニン分解能：液状培地に 1%になるようにアノレギニン溶液と 0.2 ~らフェノ ールレット試液を加

えてpHが7.0になるようVC1N HClで修正し菌を加えて 37℃で3日間ないし7日間好気的，

嫌気的に培養を行なった。

テト ラゾリワム還元能： 2.3.5.tri_r.henyl te七razoliumchlorideをPPL  O用の

寒天培地VL0.02%になるよう K含ませた培地とMyco_r.lasmaの孤立した集落面のある寒天ブ

ロァクを切bとb培養面を重ね合せ37℃で3日間ないし7日間好気的，嫌気的培養を行いコロニー

の紅変の存無をしらべた。

オプトヒン感受性： Myco_r.lasmaの106 /m.£コロニ一程度の菌液をPPLO用の寒天培地に全面

に塗布してその上にオプトヒン感受性ディスク （BBL製Taxo P ディスク及び昭和オプトヒン

感受性ディスク）を置いて 37℃3日間ないし7日間好気的，嫌気的に培養を行ないディスクの周囲

に阻止帯が出来たものを（ BBL製 TaxoPディスクの場合は 紙の端から11111!以上の阻止帯で

昭和製感受性ディスクは 紙の端から 5,8H以上の阻止帯）陽性とした。とれは一応肺炎球菌の陽性
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の規準K従って判定したものである。

メチレン背還元試験： 0,1%メチレン青液をMycoplasmaの増殖した液状培地vc2滴加えて好気的

嫌気的に 24時間培養を；継続しメチレン育・液の脱色をもっ て陽性とした。

溶血能試験 ：10 %緬羊赤血球を加えたPPL O用寒天培地をMycor.lasmaの増殖したPPLO 

用寒天培地K簿〈重層して好気的vc3 7℃に3日間ないし7日間培養を行ない溶血（印したものを陽性

とした。

増殖阻止試験－増殖したMycor.lasmaの 106/m.£ 集落の菌液をPPL O用寒天培地に全面に均

ーに塗抹してその上vcc lydeの方法，＂で人由来Mycor.lasmaの抗血清0.02 m£を経6,511'1111の溜紙

K吸収させたもの及びBB L製 Taxo 1ディスク～Tax o 6ディスクを置いた。溜紙に吸収させた

ものは漉紙の外端よ921!Jll以上のものを陽性としBB L製 Taxoディスクは｝ 11!111以上のものを陽

性とした。

実験結果： Mycor.lasmaの同定に必要な諸検査を行なった結果以下のような同定の成績を得た。

とれを表 IVC記す。

舌苔より分離したMycor.lasma 22例中に同一患者1名よ ！？ 2株分離されたものを加えて計23 

株について同定を行った。その結果19株は主ιsalivarium 4株は且．♀工主よ呈と同定された。

なb同一患者から分離された2株は且 salivariumと比♀工主よ阜であった。 糞便を浦過し組織培

．養を行ったワイルス材料から分離したMアCor.las maの2株はいずれも旦d homini 8であった。

今回の検索は病原株混入の有無をしらべるのが元来の目的であったから単個集落分離を行うととなく分

離直後の継代しないプレート上の全集落を生理食塩水浮遊液としてマウスの脳内氏接種した。そして

再分離されたMycopユasma6株を接種前の6株と比較同定した。その結果4株はマワスの脳内K接種し

たものと同一であったが他の2株は一致し制当った。すなわち且.sali varium 3株と.M.:Q工主よ豆

1株で他の2株はM.r.ulmoni sと同定された。

前報I2）に記したとなりこれらの分離株は嫌気性だけに増殖し好気性培養では全〈増殖しなかった。

しかし継代を数代重ねるにしたがい好気性にも極めて少数の集落を生ずるものも出てきた。しかしと

れはわずかであるためにすべて嫌気性の状態で検索した。

考察

舌苔より分離したMアCor.lasmaの同定の結果は予想通b口腔K常在する且.salivarium 

と.M_. .£工主よ主であった。とれらのMアCor.lasmaは正常人の舌表面より極めて分離率が高いのは

舌苔の角化がひどく毛様物質は長いものでは 1cmにも達するという異常な舌表面に関係があると考え

られる。とれは石田等5 が歯石よb高率に分離をみているように口腔内局所。汚染の甚しい場合にみ

られる現象と考えてもよいのではなかろうか。私共は他の菌の検索はしていないがたまたまSerra七ia

を多数分離同定した結果I2・からの汚染部には好気性の菌と嫌気性のMycor.lasmaが共存して見出

されたものと考える。さきにも述べた通り今回は病原性Mycoplasmaの検出の有無がその目的であるの
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！起とれが存在しているとしても多数の常在Mycoflasmaと混在することが当然、予想されるわけで，

Iぞθ分離を如何にするかについて考えた。その結果分離Mycoflasmaをクローン化する前に直ち

にマクスの脳内に接種したわけであるがその結果は新しいMycoflasmaを分離する乙とは出来な

r,b..Sた。た ＇：＞6株の且Jsalivariumを接種し，脳内通過後旦.salivarium と異なる M.

fUlmoni sを2株分離する結果になった。乙れは患者材料VCM.fU工moniS が混在していたか，

叉ほマクスの脳に既に存在していたものか，又は脳内接種によって誘発されたものか不明である。し

｜かし私共が正常マウス 4週令迄は 15匹の脳をしらべた結果ではその間育所のマウス脳からは何の

MycOfユasmaも分離できなかった。

糞便を溜過し組織培養を行ったワイルス材料中のMアCo:r,lasmaの検索を依頼されその結果組織

培養液よ り分離したMアCor.lasmaの2株はいずれもM.hominisであった。とれが腸管由来の

ものであるか，組織培養が既に汚染されていたものか不明である。叉SMO Nの病原検索にるたって

いくつかのウイルスの分離が報告されたが私共によってその材料中VCMycOf las maが存在すると

とが見出された。 今後もウイノレスの検索に当ってはとの点を充分K吟味するととの必要性を痛感する。

以上の実験を通じてMycor.lasmaが直接KSMO Nの病原とのつながる証拠は得られなかった。

唯ャ口腔内の汚染に伴い極めて高率に分離されるととが見出された。

SMO Nの検索の初めに緑舌が注目され緑色々素の原因の究明のため斎藤守教授診よび井形教授よ

b緑膿菌検索の依頼があったのが私共班研究参加のそもそもの初まりであった。ついで私共は緑膿菌

の存在を否定し，Mycor.lasmaを多数分離し，色素童生菌としてSerr s七iaを検出した。乙C

菌が舌苔の毛根部氏着色物質を産生する可能性はinVi七ro の実験から推定されるがその鮮明な

！緑色はキノホルム｜によるととが明らかにされた。緑色の追求から井形教授が患者C緑色々素の結品を

多数混じた尿をもってこられ菌によるものかを問われた。その結晶は驚くべき程多く直ちに化学分折す

るととをなすLめしたがとれがキノホルムの検出につながったことは興味深い70

同時Kウイノレス材料の組織培蓑に薄い緑色色素が入っているとして， クイノレスに疑問をもち

I Myco:r:.lasmaの検索を私共に依頼された甲野博士の感も甚だするどかったと云わねばなるまい。

SMO Nの原因追求が終始緑色に関連して動き遂に目的を達したことは班長始め班員の熱烈な研究

！心によるものでるるが，その経過は回顧すれば誠に興味深いものである。

結論

SMO N患者の舌苔なよび糞便より分離されたMy c of las ma 3 1株について生物学的， 血清学

的性状の検討を行った。その結果

1）舌苔より分離されたMye oi:.lasma 2 3株中 19株はM.salivarium, 4株はM.orale

でるった。

2）舌苔よb分離された 23株中6株のMyco:r:.lasmaの病原性をしらべる目的でマクスの脳内の

通過を行って再び分離したMycoi:.lasma 6株について同定を行った。 マウス通過後の6株
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のうち5株は旦.salivariumで1株はM.£工主主2でるった。しかしマクス脳通過後分離し

た6株中3株は且.sa工ivariumで1株は且．♀工主よ旦でマウス脳通過前と同じであったが2

株はM.i:.u lmoni sで通過前のM.sali variu皿とは異った。

3) ワイルス組織培養液2種よ D分離したMycoi:.lasmaの同定を行った結果2株とも旦．与2旦旦E

であった。

4）マウス脳通過前と後で分離された2株のMycoi:.lasmaが遣っていたことの原因について考察

を加えた。

以上の結果を通じSMO N患者の舌苔及び糞便よ b新しい病原性Mycoi:.lasmaを分離同定しえ

なかった。しかし舌苔の汚染部より人由来Mycoi:.lasmaが多数かつ高率に分離された。
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SMON患者由来Mycoplasma salivaγium 

によるCFおよびPH A反応

富山哲雄

（東大分院中央検査部 ）

l要旨 ：岡山県井原地区SMO  N患者由来Myco.r:.lasma salivarium 3株を抗原として，井

原地区SMO N患者につき， CF及びPH,A反応を行ったが，全例陰性であった。

r I はじめに

前報のよ うにSMO  N患者に患者舌苔由来Myco.r:.lasma k対する抗体がみいだされず，高率に

！みられる保有Mycor.las maとSMO  N発症の因果関係は判然とし創造った。しかし，ことで使用

lしたMyco Fユasmaが埼玉県戸団地区患者からの分離株であり，患者血清が岡山県井原地区及びー

｜都東京都青梅地区患者であった為の問題もなしとしなかった。

' ぞとで， この点を追求する為，今回は井原地区患者由来Myco.r:.lasma3株で抗原を調製し， 同

地区患者血清につき CF及びFH A反応を試みた。

IT 試料及び方法

1 患者血清

患者血清はすべて岡山県井原市民病院で定型的SMO Nと診断された症例から採取されたも

のである。

2 Myco.r:.lasma 

抗原の調製K使用したMアCor.las maは井原市民病院SMO  N患者舌苔より昭和45年8

月に分離したもので，Mye o .r:. lasma寒天培地で継代し， －80℃に保存したものから，用

に臨み寒天平板に分離してから用いた。

3 抗原の調製

前報と同様KMyc o.r:.lasma寒天平榎に培養後菌体を集め，フエノーノレ処理，加熱後，超

遠心機で集菌し，超音波処理を行って抗原とした。

4 血清反応

1) c F反応

Kolme r法に準拠し，Micr O七iter法で行った。

2) PH  A反応

羊血球を使用し， 1 : 100 ,000タンニン処理，抗原感作を行って感作血球を調製し，希

釈患者血、清とMicro七1七er .r:.la七eで反応させ，管底像で判定した。

E 結果

C F, ;t;.よびPH A反応、の結果は表 1のとなbである。
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井原地区SMO  N患者にまpけるMyco_r.lasma抗体

表 1

反 応 。F PHA 反 応 。F PHA 
抗 原 2 3 1 2 3 抗 原 1 2 3 1 2 3 

ル／z1原 O O 林

O 井 馬 O 一 一

橋 0 一 O 合

O 井 鈴 0

河 O O 木

O 林 一 花 O

馬 O 0 永 一

O 合 一 O 辺

鈴 O 一 4/22花 O 一

O 木 一 一 0 原

5/9原 O 一 渡 O

O 井 一 一 一 0 本

橋 O 森 O

O 井 対照 425 

河 O 一 一 一 一 426 一

c F←） : 1 : 8以下， PH A付 1 : 4 0 以下
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すなわち，井原地区分離Mycoi;lasmaによる抗原を用いても，同地区患者に抗体は見出されなか

った。

W 考察

SMO N患者舌苔に高率にみられるMycor.lasmaと発症との関係を血清学的に検討したが，井

原地区患者分離株由来抗原でも患者に抗体は見出されず， 乙の限りにまFいてはMycor.lasmaと本

症発症との関係を見出すととはできなかった。 Mycor.lasmaがSM 0 N.のようなキノホノレム投与

，例での慢性疾患に単に結果として見出されるのか，更に何らかの関与をしているのかは依然として判

然とは しないが，舌苔にとれだけ多量にみられるMアCOflasma K対し， CF, PH  A両法共に全

｜〈抗体が見出されなかったことは，少くとも舌苔由来Myco山 smaが有意のagen℃である可能

性は少いと思われる。

I 乙の研究について，種々御配慮をいただいた東大医科研本間遜教授，井原市民病院岩野郁造，広田

滋両博士に感謝する。
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II ウイルス学的研究
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SMONのウイルス学的研究一一1971一一

井 上幸重，西部陽子． 中村良子（京大ウイノレス研）

木村輝男（大阪市衛研）

l I.序
われわれはとれまでK行ってきたSMO Nのウイノレス学的研究結果から，われわれが分離した新種

のワイノレスをSMO Nの病因と考えている。今年度の報告は分離ウイノレスの性状に関するその後の研

究成績並びKC57BL/6マウスvc.i;吋るウイ ノレスの病原性K関するものである。 また，配分され

た研究費は40万円である。

lI.，研究材料並びK方法

1 ~ _7 0年度の報告K記載したものは省略する。

1. Human diploid cell ; T 6 L細胞と して東大薬学部の山田教授よ り分与をうけた

ものであ!J,BAT-6細胞と同じ培善方法で供試した。

2. 3H.標識ワイノレス ：BAT-6細胞をmain℃enance mediumで液安換して2日後

'tLウイルスを感染，同時VC3 H －七hymidine又は 3H -uridi neを1μC/m£ 濃度K加えて 3

日間ラベノレした。

3. ウイノレスの精製： infected fluidの10,000 rpm 3 0分の遠心上清を28,0OOrpm 

1 0 0分遠心し（HITACHI,RP30ローター 〉，生じたpelletを最初の1/soO容量の

phosphate buffer s aユin e ( P H 6 .. 5 ) VC s us p e ud し15秒間sonicationを行っ

た。 5,00 0 rpm 3 0分の遠心上清を15～3 5 % Cs Cl densi七y gradient VCかけ24,0 0 0 

r・pm 180分遠心した（ H工TAC HI, RPS 2 5ローター）。tube底部よ bfractionをとり

一部は直ちkmain℃enance medium VC稀釈して感染｛蹴庭を行った。 また一部はacid-ins-

olub工e部Vてっき radio ac七iVi七yをカクン卜した。

4. vs Vとの干渉 ：vesicular s七oma七i七is virus( V SV）は名大無菌研の永田

教授よ b分与をうけた。 BAT -6細胞Kウイノレスを接種後，VS Vをchalユeng eし2日後Kvs 

'VのCp Eを指標として干渉の有無を判定した。即ち，対照Vs VのCp Eがgrade4のとき 2以下

lのものを干渉 （＋）と した。

5.ホノレマリン不活化ワクチン：局方ホノレマリンを0.05 %~てなるよう K加えて 4 ℃ 3 0日間不活

化したものをホルマ リン不活化ウイルスワクテンとした。

6. ワクテン免疫原性テスト ：成熟ddマクス（5週）VC不活化ワクチンをo.s me宛腹腔内接種した。

免疫回数は1～4回，最終免疫から 7日後K採血して中和抗体を測定した。

7. マウス感染実験： dd,C5 7 BL/6, CFl stra工nの新生児マウスを供試した。とく K

C57BL/6マウスは京大ウイノレス研前田博士，愛知ガンセンタ一石本博士，並びK京大医学部解剖
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1週間以内の死ウイノレス接種後2～3ク月間観察すると共に西村教授の好意Kよって分与された。

亡マウスは観察結果から除外した。

マウスK接種したウイノレス材料：供試ウイノレス材料は以下のものである。8. 

料）材離（分料）材者（患名）（株

BAT-6細胞岡山の患者糞便s a七0

ce 11 diploid human 北海道の患者勧液Watanabe 

ce l工diploid human 大阪の患者髄液Aoki 

直接マウス北海道の患者髄液Nishimata 

直接マウス岡山の患者髄液Kishimoto 

bu-病理検査：発病遣うるいは対照マウスは4% paraformaldehyde加Millonig9. 

Luxol-fa s℃ーパラフィン切片としてHematoxylin-eosin,で環流固定，ff er( pH7.0) 

並びKBodi an染色を施した。病理学的研究は京大精神科の松岡龍典博士並びK同研究グbユue,

多〈の病理学者の助言Kよって行った。ノレープの指導を戴くと共VC,

分離ウイノレスの性状ー19 7 1-m. 

BAT-6細胞に分ける増殖 ：図1VL示すどと〈ウイノレスは容易K液相K放出され，液相中

viru sより高い価を示す。associated のウイノレス感染価は早くからcell 

1. 

図1

Growth of virus in cultures of 

BAT-6 cells at 36° 
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diploid細胞Kなける増殖：図2並びK図 3 ~示すどと〈，細胞並び~humanHe la ・2. 

ウイノレスは除々に液相K放出され感染後ウイルスは両細胞~l,~いてC p Eを示すととなく増殖する。

virusよb高い価を示す。

Growth of virus in cultures of 

human diploid cells at 36。

図3

associ a七ed 

Growth curves i~ Heしacell 
cultures at 36℃ 

期Kはcell 

図2

free virus 

eel I associated virus 

9 

8 

6 

7 

s 

（

ω」コ＝コ
υ＼
O
の
Oυ
ト
）
．
0
0」

free virus 

9 

8 

7 

6 

5 

4 

E
』
曲

a
g
o
u↑
2
0
0
J

4 

7 6 

after inoculation 

5 4 3 2 

Days 

。
3 

7 6 3 4 5 

after inoculation 

I 2 

Days 

3 

一o，

dip-cell kよるウイノレス分離 ：患者髄液から直接humandiploid Human 3. 

ウイノレスはCp Eを示すことなく分cell への．ウイノレス分離の結果は表 1 ~示すどと〈 ，ユoid 

ウイノレスの感染価測定KのみBAT-6細胞を用いた。また供試髄液はいずれも初離継代される。

c eユ工 K分離しdi pユoidhuman He La細胞K対しでも Cp Eを示さない。代サノレ腎細胞，

たAoki並びKWa七anabe株と BAT- 6 細胞K分離した Sa 七0株並び~Ki shimo℃0株は交

virus from spinal fluid of S. M.O. N. 

patients and passage in human diploid ( T6し） eel Is 

Isolation of the 表1

Log. ITC050/0.lml.l 

of culture fluid 
from uninfected cells 

Cumulative log dilution 

of first inoculum 

No. of poss句e

in T6Lcells 

Log. ITCDSOIO.I ml.) of spinol fluid 

Wotonobe Stroin Stroin Aoki 

<0.S 。4.5 4.5 

< 0.5 2.3 5.3 5.5 

4.6 2 6.3 6.3 

6.9 3 6.8 6.8 

9.2 
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時actionsamong the viruses isolated 

from S.M.Or-.Lpatients in different places 

Cross 表 2

Dilution for 50".4 redudion ol T℃DSO 

Anti-S。to Anll-Wolonobe 
rabbit時 正 911ine。pi9持仁

Challenge Place Virus 

TC 050 isolated strain 

320 
1,280 100 

200 
Okoyomo 

Soto, 

from faeces 

Kishimoto. 
from spinロl
fluid 

160 600 300 Okayama 

320 2,560 

2,560 

100 

50 
100 

Osaka 
Aoki, from 
spi問 lfluid 

－
L

’
円
U
W

L
D
n
 

m
．mw 
巾

m
M
一

靴

h
h
一

320 Hokkaido 

また地域を異KするSMO  N患者から同ーのウイノレスが分差中和試験Kよって同ーのものであ!J' 

離されるととを表2は示している。

紫外線Kよるワイノレスの不活化 ：ウイノレス浮遊液は 10 mの距離で20 W殺菌灯Kよる照射4. 

で図4vr示すどとく急速K不活化される。、
FUD Rの影響 ：DN A合成阻害剤であるIUD  RあるいはFUDR30μタ／m£I UDR, 5. 

存在下vri;吋るウイノレスの増殖は図svr示すどとく抑制される。

Effect of !UDR and FUDR on 

the replication of virus at 3~ 
図5Inactivation of virus infectivity 図 4

UV-irradi。tion by 

FUDR 
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ISO 120 90 60 30 。

あるいは3 0分，5,0 00 rpm 

Time of irradiation, Sec. 

ウイノレス感染価K及ぼす遠心の影響： 表 3¥L示すどとく，
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1 o,o O Or pm 3 O分の遠心は全〈感染価K影響 しないが100,00 0 SJ' 10 0分の遠心でウイ ノレスは上

清K殆んと強らない。そしてsedime n七からは約1/i 0のウイノレス感染価が回収される。

7. ウイノレス感染価K及ぼすsonic a七ionの影響 ：表4vc示すどとく ，10KC30秒まで

の処理Kワイノレスは安定である。

表3 表4

Effect of centrifugation on Effect of sonicotion on the 

the infectivity of virus infectivity of virus 

Condition Material し0910

of centrif. tested TCDso/ml 

sonicoted0 

( sec.) TCDso/ml 

not centrif. 7. 3 。 6.3 

at 5.000rpm sup. 7. 3 15 6.3 

for 30min. 30 6.3 

at 36.000rpm sup. 2.3 60 6.0 
( 100.000g) 
for 150 min. sediment 6.3 120 4.8 

180 3.5 

a. with IOKC 

8. CsCl density gradie n℃ c entrifuga七ion:.3 H -thymidi ne標識

ウイルスをCsCl density gradie n七にかけると図6vc示すどとく radioa c℃i v i七ア
とinfec℃ivi七アのpeak は完全に一致する。 乙のpeak を示すfrac七i0 nのbuoy-

an七 densityは 1.2 1～1. 2 2である。さらKとのfrac七ionを再逮心すると再びinf-

ectivitアとradioac七ivi tアのpeakが一致する＠とれK対し 3H-uridineを標

識K用いた場合， ウイ ノレスspecificなradioactivityのpeakはえられなかった。と

の結果からワイ ノレスはDN Aウイノレスと考えられる。

9. ワイノレスの凍結乾燥： maintenance med工umの状態でウイノレスを凍結乾燥すると

完全K不活化されるが，表5vc示すどとし安定剤特V'Clactoseとpolyvinyユpyrodi-

・doneの添加Kより安定した凍結乾燥が可能であb，少左〈とも室温2週間で凍結乾J操ウイノレスの

感染価は低下しない。

10. VS Vとの干渉：ウイルス接種と vs v cha工lengeとの間隔が2日以下，5日ιL上で
干渉はみられず3日が最も良い結果を示した。一方VS Vchaユユenge dos eはlOTCll50

以下ではCp E発現が遅〈干渉をみわけ難い。また多すぎても Cp Eのgradevc差がみられず，

最もcons七antvc干渉がみられるのは50 TC D50前後であった。干渉Kよってワイノレスを
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表 5

Ly叩hylizationof the virus in different 

media 

After lyophy. at 25C 

0 7 doys 14 doys 

Before 

lyophy. 

(Iρ < 1.0 7.3 b 

6.3 6.3 6.3 7.0 

The maintenance medium 

for BAT・6cells 0 

The maintenance med叫』m
pl us equal volume of 
medium A 

The ma川tenoncemedium 
pl us eq ua I volume of 
medium B 

Medium 

5.8 

o. See the text. 

b. Lo910 TCD50 per 0.1 ml 

Medium A = 10% lactose; 

5.8 5.8 7.0 

0.3 "・ polyvinylpyrrolidone ( K・90)

Sucrose 74.629 : KH2P04 0.529 ; Kz HP04 1.259; 

L-9lutomic ocid sodium salt 0.839 ; Alubumin, 

Medium 8 

E99 109 in 1000 ml句。

fluidでは表7l(C示すどとくassayした代表的prO七oco  lを表6l(C示す。干渉はcontrol 

また表84'L示すどとくワイノレス材料を90,0 0 0 9を10 0分遠心すると上清Kは干全くみられない。

とのようl(CVS渉能がな くなり，沈査K証明される。表94'L示すどと〈干渉能はUV感受性である。

constantl(Cワイノレスの感染価測定しかし，Vとの干渉はウイノレス自体Kよるものと考えられる。

との実験は名大永田教授の最初の観察K基づくものである。

表6
A representative protocol of virus a~辺y with interference 

K剥用でさるほど条件は安定しない。

L勾 10TCO同

d制・rm;n・d
by l附官官nnc・

。官II・no・dw;th 35 TC o，。
。tvsv・

Grad・o1CPE 
of・xhrubeD 
2 
2 

表7
Interference 

Vi，咽 d:lutlon

Failure of interference with controlαJlture fluid 

of BAT・6cells ＋
＋
＋
－
 LO<J10 TCO拍；tl.lml

Jn『erference determined 

by inrerference 

Chollenqe dose 

(TCO却）of vsv 

作la1er;o1sfor 

pre-lreot庁官吋

No. of 
exp. 

＋
士
一＋
＋

6.3° ＋ 川町fedfluid 
40 

comrol fl山d6.8 /o.1m1' 

4.3 ＋ 
30 

infec憎dflu;d 
2 
control fluid 

LoQ,0 TCO刊 de↑erminedby CPE was 

throu9h t同 制perimenrs.

。

＋
＋＋一ー
守
十
＋
一
＋

＋
＋
一
士
＋

ニ
－
－
－
一
－
－
－

』0・s

7.3/ 0.1 ml 

I 0 ... 

10・v

3
2
3
一
2
1

1
－1
1
9－一
2
1
1
7
e
1
2
－
3
1
4－
4
4

4－4
4
4
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『0・g
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Effect of ultrocentrifugotion on interfering 

activity of the virus. 

表8
表9
Interference by UV-inactivated virus 

Lo~ ,0 TC~Qlml 
determined 
by Interference 

LDQ10 TC』／0.1ml
determined In憎rference
by CPE 

UV-irn:>dioted 
time (Sec,) 

m
 
刈

岬

円
吻

）叩

伽

花

川

w

l
c
u
引
州

F

、．
A
T6

u
h山
W

Challen9e dose 
Interference 

(TC D'°) of VSV 

Moteriols tor 

pre-treot作ient

6.5 ＋ 6.3 。
α5.8・pellet・

5.8 ＋ 5.5 30 
＋ 

150 

4.8 ＋ 4.3 60 
supernatant 

3.5 ＋ 3.5 90 α7.5 ＋ pellet 
2.3 ＋ 2.3 120 30 

く0.5

(0.5 

0.8 

<o.5 

150 

180 

supernatant 

Virus was centrifu99d for 100 minutesロt90,0009 

in the HITACHI RP30 rotor. 

a Pellet wo吉 SUS問 ndedIn mointer下ancemedium. 

7.3/0.1 ml b l勾，。TCD'° determined by CPE was 
throu9h the experiments. 

分離ウイノレスの病原性－ 19 7 1ーN. 

は研究材料の項を参照。供試ウイノレス株のhis七ory 

9匹のみに立毛，Sa七0株ウイノレスKついて ：66匹のddマウス新生児脳内接種の場合，1. 

体重諒少，脳水腫などの所見がみられた。そして 27匹のCFlマウスについては異常は認められな

一般Kは感受性を示さずli七七er kよって時K感受性のものが観ddマウスの場合Kも，かった。

察されたと理解される＠感染ddマウスの脳内ウイノレス量と血中中和抗体価を 1カ月後のマウスKつ

血中中和抗体価は低発病マウスの脳内ウイノレス量は高〈，表 10 K示すどとく，いて検討した結果，

非発病マウスのワ イノレス感染価は低〈中和抗体価は高かった＠

Relationship between the virus titer α干d
the antibody titer in infected d d mice 0 

いととが見出されたが，

表 10

NT し0910TCD50
per 0.1 ml .. 
in brain ~ 

6.5 
6.5 

No. of Clinical 

titerc 昨iouse

<20 
20 
20 

1
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4
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一ー
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5

Symptom 

o
o
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l表11（！（示すどと（， C 5 7 BL/ 6マウスが脳内接種で感受性を示すととが見出された。ウイル

ス接種マウスは2～3週間品L上の潜伏期を経て多〈は体重諒少，立毛， 後期麻簿を示して発病する．

発病マクスのうち軽症のものは回復，重症のものは殆んど死亡する。 また組織培養原被のウイルス材

料は発病をinhib i℃する傾向があるが稀釈ウイノレスは例えば30 TC D50でも発病する。 C57BL

/6マウスの場合Kもユl七七er （！（よって感受性は可左 り異なる。したがって． 各稀釈あたbの供試

li七七er数をますなどの工夫をしなければマウスで感染価を求めることは困難である。非感染の培

養液あるいは特異的免疫血清で中和したワイルス材料ではマウスは発症しない。

表11 Susceptibility of C578L/6 mice to Soto strain 

isolated in BAT-6 cells 

Lot Infected cult. fluid Con tr叫α』It.fluid 
Dilution No. L0910 TCD50 Results Results 

per円、ouse

undiluted A 6.5 CV7° 0/8 

8 6.5 0/7 

10-0.7 A 5.8 S/s 1¥s 515 o;s o;scy7q匂

8 5.8 9色 均 % 
10・1 8 5.5 % % 
10・2 8 4.5 ｜イ0 51? 

10・3 8 3.5 % % 9ち
10・4 8 2.5 % 1/4 

10・5 8 1.5 0/5 ~5 

10・6 8 。目5 % % 

。目No.of mice diseosed / No・ofmice observed 

2. Wa tanab e並びKAoki株について ：表12 （！（示す知〈，ヒト 2倍体細胞K分離され

たワイノレスも BAT-6細胞K分離されたsato株ウイノレスと同じ潜伏期並びK症状をもって057

BL/6マウスを発病させる。発病マウス脳乳剤からワイノレスがBAT-6細胞K再ー分離される。

対照群マクスの中でみられた立毛，体重誠少を示したマウス脳からウイノレスはBAT-6細胞Kよ

って検出されなかった．更K発病マウス脳から分離されるウイノレスは中和試験KよってSa℃0株ウ

イノレスと同ーであるととが確かめられた。 Wa七anabe株Kついてはマウス脳継代も行われている．

3. Nishimata, Kishimo七0 株Kついて ：乙れらの株は患者脊髄液よb直接057.BL

/6マウス脳K分離したものであb，脳から再分離されたウイノレスは中和試験Kより Sa℃o株と同

ーであるととが確かめられると共K，マウス脳で5代まで継代されている。表13参照唱

4.病理所見 ：岡山大学解剖学教室の新見教度Kよると ヒ卜とマワスの脊髄の比較解剖学的所

見は図7のどとく である。
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表13

表12 Susceptibility of C57 BL/6 mice to Watanabe and 

Aoki strain isolated in human diploid cells 

Inocutum 

Virus 

used 

No.of Log10TC050 Dilution 

Watanabe -

Hokkaido 

Aoki -Osako 

Control culture fluid 

passage per 0.1 ml 

2 6.0 

4 6.8 

2 6.5 

undiluted 

IQ I 

10-0.7 

undiluted 

undiluted 

a. No. of mice diseased / No・ofmice obse川 d

b. 10 ~. brain susp. 

Direct inoculation of spinal fluid of 

SMON patients into C578l./6 mice 図7

Results 

7/7 0/7 a 

% 
8；包

S/5 

117 0ゐ

TC050/0.I ml 
in什陪brainof 
diseased mouseb. 

6.5 
10 

106.5 

< 101・0 

Spinal fluid 

used 

吋cf¥Jum Results 
No. of 01 u ion Log 10 T~旬l。
passage per 0.1 

Comparative anatomy of spinal cord in man ond mouse 

!After向。f.Niimi)

Nishimoto - I st undiluted 5.3 

Hokkロido
2nd 10%b「ロin 6.5 
suspension 

I% susp. 5.5 

3rd 10% susp. 6.5 

I% susp. 5.5 

0.1 % susp. 4.5 

r 
4th I% susp. 5.5 

0.1 '• susp. 4.5 

Kishimoto - I st undlluted 6.3 
Okayロma

2nd 0.1 % susp. 4.5 

o. No・ofmice diseased / No. of mice obse内ed

2/5 a 

。1/7 弘
2/5 

9ゐ
If? % 

% 弘

7/7 

ik 

。句 % 

% 

humロn

Tr. corllcospinalis 
pyramidalis lateralis 

Tr. pyromi<lalis 

Tにcortic。spinallS
pyramidalis anleri町

庁louse

しかして，発病マワスの主要左病理所見は表14K示すどとくであって，Goユ工素の変化は頚髄に

そして錐体路の変化は腰髄あるいは錐体路全域K及んでいる。脳Kは変化はなしまた炎症反応はみ

られない。しかもとの種の所見は表15K示すどとく剖検マクス（重症例 ）2 6件中 19例K観察さ

れた基本的所見である。
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表 14

Main pathological changes 

observed in diseased mice 

Symmetrical bilateral changes in 

the medial or central area of the 

posteriol column in the spina I cord 

I) pallor or demyelinated change 
（しf.b) 

2) Fragmentation and breokes in 

nurve fibers (Bodi an) 

3) Decrease in number of nurve 

fibers (Bod ion) 

表 15 Pathological findings in the 

diseased C57BL/6 mice 

Group 

of exp. 

Virus strain 

inoculated 

Place 

isolロted
Results Total 

2 

3 

4 

5 

Control 

Soto strain Isolated _ . o 
in BAT-6 cells from Okoyomo 0/9 
stool of o patient 

Watanabe strain isolated 
in human diploid cells 
from spinal fluid of 
a Pロtlent

Aoki strain isolated 

Hokkaido 

in human diplaid cells Osaka 
from spinロlfl uld of 。patier、t
Nishimata strain isalated 
directly in mice from Hokkaido 
spinal fluid of a pati-
ent 

Kishimota strain isolated 
directly in mice from 
spinal fluid of 目 Okロyama 
patient 

Inoculated with control culture fluid 

Nan treated 

号17

2/3 

% 

｜冶

% 

% 

。No.of positive cロses/ No・ofmic申 examined

19!z6 

(73%) 

% 

5. 末梢感染症Uてついて ：Wa七anabe株並び(ILAoki株Kついて腹腔内並びK皮下接種Kよる

感染実験の結果， ne wb or n C 5 7 B L / 6マウスは脳内接種の場合と同じようK発症するととが

見出されると共κ，発病マウスの病理所見も脳内接種の場合と同一であるととが確認された。末梢感

染K対する感受性の程度等Kついては現在検討中である。

v.血清疫学（予報）

SMO  N患者血清は中和抗体価が低〈，かつウイノレスが髄液から高率に分離されるとと，一方健康

な成〈血清Kは中和抗体が普通検出されずウイノレスも髄液から分離されないとと。更に同種ウイノレス

が髄液から証明された3例の無菌性髄膜炎の回復期血清が160～320倍と云う高い中和抗体価を示

すととは既K指摘したととろである。

その後，更K健康な成人血清63例（昭和44年7月採血） vてついてウイノレス中和抗体をテストし

た結果，5 9例はく10倍で他の4例は亘20倍であった。後者KはSMO N患者を家族Kもつ1例

が含まれている。とれに対して，SMO  N患者の診療，看護K従事した10例の血清は6例が40～ 

160 倍の抗体価を示し，ウイノレスの研究K従事した4例の血清はいずれも陽性で20倍1例，40 

倍1例，2例は16 0～3 2 0倍を示した。
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＼［. 不活化ウイノレスワクチンの試作（予報）

協同研究者小沢恭輔（目黒研究所）

ウイノレスはホノレマリン0.05 %の添加Kよって急速K不活化され， 4℃ 4 8時間で感染価は

1/10 0,0 00とな!J'7 2時間でもはや検出されなかったe しかして， 4℃ 3 0日間Kわたって充分

K不活化したものをワクチンとした。 Humandiploid c eユ工 で分書継代されたWa七anabe株

ウイノレスの不活化ワクテンKよって 1回免疫では抗体反応はみられなかったが，3回らL上免疫したマ

ウスの血清Kは20～320倍の中和抗体価が証明された。

四．考察

1. SM 0 N患者の脊髄液から高率KBAT -6細胞K分離したウイノレスは，humandip-

loi d細胞あるいはC57BL/6マウスKも直接分離するととが出来るのでBAT-6細胞由来ウ

イルスの可能性は否定された。また， BAT-6細胞K観察されるCp Eの判定の確かさはワイノレス

材料のbユind 七es℃Kよって証明するととが可能である。

2.分離ワイノレスはエーテノレ，FUDRVC感受性でUVで不活化される。 22 0 mμ Mi 1ユip-

ore fil℃e rを通過するがlOOmμは通らない。 DN A型ワイノレスでdens工七アは 1.2 1～ 

1.2 2 in Cs Cユである。電子顕微鏡的形態は今後の研究として残される。

3. ウイノレスはnewborn C 5 7 B L / 6マウスK接種すると後肢麻痔を主として発病する。

その病変は脊髄にみられるととるの炎症反応を欠〈系統変性病変であり，基本的KヒトのSMO Nと

同じと考えられる。今後，病変部の電子顕微鏡的所見などが更K検討されねばならない。

4.キノホノレム中止後K岡山大学〆J－：坂内科で観察されたSMO N症例の脊髄液からも依然として

ワイノレスが分離さーれる。

5. われわれは既Kウイノレスワクチンの試作Kついて研究を進めているので，患者数済のためK

将来免疫血清の治療効果Uてついても擬サが望まれる。

6. 8 M 0 N患者の脊髄液VCC57BL/6マウスを発病死させるウイノレスが存在すると云う極

めて重要な事実を充分κ評価し得なかったスモン調査研究協議会の運営と総括は極めて遺憾である。

7.早い機会K外国vcii吋る本ウイノレスの感染状況の調査が望まれる。

¥111.結論

SMO Nは免疫反応不全K伴う新種ウイノレス感染症である。乙のワイノレスを軸としてSMO Nを含

めた病型あるいは疫学の全貌iJi解明されねばなら念い。

分離ウイノレスはエーテノレFUDR K感受性でUVで不活化される。 220IDμ のMill工pore fi-

lte rを通過するが lOOmμは通らなν、DN A型ウイノレスでdensi七アは1.21～1.2 2 in CsCl 
である。 newborn C 5 7 BL/6マクスK接種するとマウスは後肢麻揮を主として発病する。発

病マウスの病変は脊髄の炎症反応を欠く索変性である。その病原性からみてウイノレスは新種のSlow

viru sと考えてよい。
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SMON患者脊髄液の新生マウス接種実験

松岡幸彦，伊藤康彦，木村吉延，永田育也（名古屋大学医）

SMO Nの病因論として，京大井上氏らによってワイルス説が強〈主張され，多方面の実験結果が

報告されている。我々は井上氏らの実験結果の追試のーっとしてC57BI/6新生マウスK井上一

agent（渡辺株〉，SMO N患者脊髄液を接種して，体重の変動，神経症状の発現，死亡の存無，

及び病理組織学的検索を行った。

くanimal>

C57BL/6 ①実中研

②名大純系

③ 京大（井上氏の好意による）

くSami:le > 

く接種方法〉

渡辺株

SMO N患者脊髄液① K 株

② Y 株

③ A 株

×1 0 Kして使用

0. 0 2既6 を in℃racraneal inje c七ion,intrai:eri七one a工 inje c℃ion. 

実験結果

脳内接種例について報告する。

渡辺株接種マクスで1/ 9, K株接種マクスで 2/ 9明らかな後肢C異常が認められた。即ち，『強

制的に歩行を継続させた場合，片側後肢に伸展したまま屈曲し得ない状態を生じた。しかし，これ

は一過性で，休めばまもなく回復した。 J

K株接種例では，4Wまでの死亡率が高〈，成長したマワスの9例中6例まで何らかの異常を認め

た。後肢の異常を認めたマウスは（Fig 1 ）体重減少が著じく，出生后15目前後で成長が止まっ

てしまう。後肢の異常については京大井上氏らの観察したものと同じものと思われる。

病理所見

K株接種例3匹（接種后27日， 43日， 43日），渡辺株接種例2匹（ 3 4日， 35日），対

照l匹（ 4 7日）を井上氏らの方法により固定し，脳，脊髄の病理学的検索を行った。 K株，及び渡

辺株接種例の中にはそれぞれ後肢の異常を示した一匹を含む。

実験例のいずれにも，対照に比して明らかに有意な病変は認められなかったが，現在，ζの6匹以
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外についても病理学的検索を続行中である。

腹腔内接種例，脳内接種で後肢の異常を示めさなかった例（ y株接種例）へのMT Xの投与等の実

験は経過観察中である。

実験数 死亡 正常 マヒ

対照 1 0 9 。
渡辺株 c1 a・6・5/o. 1) 1 0 3 5 1 

K 株 c1 o'5. 3 / o . 1 ) 1 9 10 3 2 

y 株（ 1 04・8/o. 1) 1 6 3 1 3 。

⑧ Was七工ng を示めしたもの 3匹

20 ?' 

体
10?' 

重

後肢異常例

10 20 30 40日

接種后日数

S amr.leの提供，実験方法についてのadvie eを

名古屋大学・医 ・内科祖父江助教授より受けた。
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「井上ウイルス」の追試に関する

分担研究報告

奥野良臣，高橋理明

山 西 弘一 （阪大徴研）

本年（ 1972 ) 2月2日，京大ウイルス研究所井上幸重博士より凍結乾燥の「井上ワイルス」及び

BAT 6細胞の分与を受け，以下の通P追試を行った。

1. c p Eの観察

「井上ワイルス」浮遊液を階段稀釈し， BAT6細胞を用いてti七ra七ionを試みた。すなわち

分与された「井上ウイルス」 Iパイプルを獄菌蒸留水1mlで溶解し，あらかじめ用意したBAT6 

細胞に10倍の段階指釈したウイルス液を 1段階4本宛のチューブK接種し， 7日間観察した。

尚，培養温度は35°～36°Cであb，培地はEagle MEM VL2% 仔ウシ血清を加え，PH 6.5 

あった。

観察の結果，対照細胞κ比し特異的なCp Eは確認できず，従ってウイルスの感染価は測定できな

かった。

2. H3 - thymidineのウイルス粒子へのとり込み

「井上ワイルス」をhuman embryoユung cellVL接種し，H主一七hyrnidine を培養液

中K加え， 7日後VLharve s七しその上清を 30,000 rpm, 120分遠心し，沈澄部分を 10ml の

medi urn vr,suspendし， DNase 処理したのち，更VL30 ,000 rpm , 120分遠心し，その

sedime n℃を sucrose densi七y grad i en t ( 20～40%）上K念き，35,000rpm 

105分遠心したのち， dropwisek集めて放射能を測定した。

その結果，肉眼では遠心チューフ－~明瞭なバンドは見られず， アイソトープのカウントでもウイル

ス特異的と思われるpea包は見られなかった。

3. 「井上ウイルス」感染細胞の電子顕微鏡的観察

「井上ワイルス」感染human embryo lung cellの感染後7日自の超薄切片を作D，電

子顕徴鏡で観察した。多数の標本Kついて綿密K調べられたがウイルス粒子らしいものは見られまか

った。左 ;1:,~ ， との実験は当研究所の新居助教授K依頼し，同氏Kよって行われたものである。
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井上博士のスモン関連ウイルスに関する追試

桜 田教 夫

要約

（北海道立衛生研究所），

飯 田 広夫

（北海道大学医学部細菌学教室）

井上博士らは昭和45年K北海道で採取された29件のスモン患者髄液から，BAT 6細胞を用い

て23株のスモン関連タイノレスを分離した。われわれは同一材料KついてC5 7 B/  6マクスの脳内

接種を行在ったが発症したのは29件中3件でるった。莞症K要する日数は一定して左〈， リフター

中全部のマクスK発症はみられ左かった。 3例中1例のマクスの脳，肝，牌乳剤を継代したが陰性で

あった。

標準株である渡辺株を Cs7B/6マクスの脳内と腹腔内K接種したととる， 1 0倍希釈液の腹腔

内接種マクスが13日ElVL発症したが他は全部陰性であった。

患者材料と標準株接種マウスの病理組織学的検査を行なったが，脊髄Kは対照K比較して特記すべ

き変化はみられなかった。

陽性であった患者髄液シよび標準株の原材料KついてC5 7 B/6マウスK再接種を行なったがす

べて陰性であって再現性はみられなかった。

緒 言

スモンは患者発生の地域的な片寄りと，夏季に比較的多いととから最初は病原徴生物Kよる感染が

想定され，いくつかの細菌，マイコプラズス クイノレスが候補K上っていたが，いずれも追試Kよる

確認と再現性が不可能であって，最終的Kは井上博士らの主張するスモン関連クイノレスκ的がしぼら

れるようになった01)

スモン関連ワイノレスは最初はBAT6細胞にのみK感受性があるとされ， BAT6細胞VLi>~ける細

胞病原性の判読と細胞の維持の困難左ととから井上博士の周辺の一部の研究者κよってのみ研究が進

められていた。しかし昭和46年8月5日K開催された徴生物部会，クイルスグループの第1回研究

会にないて井上博士はCs7 /B  lack/6系マクスが感受性が高〈，脳内接種Kよって2～3週間

後K発症，艶死する ζとを発表し，本タイノレスの追試，確認の道が開かれた。

材料および方法

。患者材料

-> (2) 
井上博士らがBAT6細胞Kよって高率Kスモン関連ワイノレス乞分離した 北海道のスモン患者髄

液は昭和45年K北海道内の保健所，病院から送付された材料であって，－ 30℃のフ リーザ－！＇（保

存されてあった。とれらの材料は送付後直ちVL2介してあったので融解の影響は少いと考えられる。

-70ー



2)1票準株

井上博士から分与された人2倍体細胞K増殖Lた渡辺株である。凍結乾燥アンプノレの内容を l11re・の

法菌蒸溜水で溶してからEag 1 e M E M pH 6 . 5の希釈被で希釈した。

3)C 5 7 B/  6マウス

主として脳内接種K用いた C5 7 B/6マウスは日本クレア株式会社から妊娠マクスを入手し，出

生後24時間以内の晴乳マウスの脳内vco. 02円 ーo.o3m.e接種した。接種後マクスは最初は 1ク月，後

に3ク月間観察した。

結果

lf.fヒ海道のスモン患者髄液Kついてのスモン関連クイノレスの追試

スモン患者の髄液はそのまま，あるいは蹴菌食塩水で5～10倍K希釈してから C5 7 B/ 6マク

スの脳内K接種した。結果は表lk示す通りである。

表 1

採取年月日 BAT6分離成績
C57/6 接 種

コード 発病年月 日 希釈 成 績

SF 1 844.9.10 84 5 . 4. 4 十 。
SF 6 845.3. 3 84 5 . 4 . 4 ＋ 1 : 1 0 

SF 19 845.5. 8 845.5.28 ＋ 1 : 1 0 

SF 24 S 4 4 .I 2 845.6.4 ＋ 1 : 5 

SF 33 844.5. 5 845.6.23 ＋ 。
SF 38 845.6.17 845.6.24 1 : 5 

SF 47 845.6. 9 ＋ 1 : 5 

SF 51 845.6.tS 845.6.26 ＋ 。 ＋ 

SF 55 844. 5 845.6.23 。
SF 56 s 45 .1 845.7.2 ＋ 。
SF 59 845.4 84 5 . 7. 2 。
SF 81 845 .6.20 845.7 。
SF 82 845.5.29 845.7.24 ＋ 。
SF 90 ＋ 。
SF 94 845.5 845.8-10 ＋ 。
SF 96 845.4.16 84 5 . 8 . 1 0 ＋ 。 ＋ 

SFI04 ＋ 。
SFI08 ＋ 。
SF112 845.8. 6 ＋ 1 : 5 

SF113 84 5 . 8. 6 ＋ 1 : 5 

SF114 845.4 84 5 . 8 . 6 ＋ 1 : 5 ＋ 

SF159 845.6 845 .8. 6 ＋ 1 : 5 

SFI80 845 .9. 5 ＋ 1: 5 

SF187 84 5 8 . 6 84 5. 8 . 6 ＋ 1 : 1 0 

SFl 91 845.8. 5 1 : 5 

SF194 84 5 .10 . 1 ＋ 1: 5 

SFI96 84 5 .I 0. 8 ＋ 。
SF202 84 5 .1 0. 8 1 : 5 

SF206 844 .11 845.10.30 ＋ 1 : 1 0 

計 2 J-'2 9 少29

噌

iヴ，



2 9件の髄液をc5 7 /6マクスの脳内K接種して3件が発症している (10.3 % ）。BAT-6 

細胞では23件が陽性であって分離率は非常K高い ( 79. 3 % ）。発症例はいずれも BAT-6細胞

陽性例と一致するが井上博士の研究室でC57B/6脳内接種陽性であったSF 1 96は材1われの追

試では陰性であった。

発症したマウスは動作が緩慢Kなり，立毛， しんせん，四肢特K後肢のまひ，体重の諒少がみられ，

(3) 
とれらの症状は中村らの報告と一致する。

発症K要する回数とリッター中の発症マクスの数は一定していない。表2Kみられるよう KSF5 l 

は10日目， SF 9 6は17日目， S Fl 14は15日目K発症している。 またSF 5 1は4匹中2匹，

SF 9 6は7匹中3匹， SFl 14は5匹中3匹のみが発症した。

表 2
057B/6の脳内接種後の発症マクスの経過

ト ＼と 1 0 11 12 1 3 1 4 1 5 16 17 1 8 1 9 20 21 
（． （’ OP 

SF 5 1 （’ 
〈． OP 

() p 
() p 

。。。。。。。。。。 。。 。。。。。。 。。oc 。。
SF 9 6 

。。 。。。。 。。 。。 。。。。 。。。。 。。oc 。。
。。。。。。。。 。。。 。。。。。 。。0<! ． 
。 。 。 。 。 。 。 〈． ． 
。。。。 。。。。。。oc’ 。〈．0・。 。 。 。

SF 114 
。 。 。 。 。 。 。 。 。 。 。 。

。 。 。 。 。 （’ （’ ． 
。 。 。 。 。 ()P 

。。。。 。。
0・() p 

Watanab e株 。 。 。 。 〈’ ()P 

( 1 0-1 ' i' p) 。 。 。 。 (I ()P 

。 。 。 。 〈． ⑩ 。 。 。 。 。 。

注 ： 0生存，⑩発症， ． 死亡，P病理組織学的検査

病理組織学的検査ではSF 5 1は脳，脊髄K脱鈍細胞浸潤は在 〈，神経細胞K変化はみられまか

った。 SF96とSF114は対照K比較して特記すべき変化はない。

S F 5 1, S F 9 6, S F 11 4Kついては原材料を初回と同ーの希釈を行ない，057B／マクス

の脳内K接種したが陰性であった。

SF 9 6の初回の接種の際，発症死亡したマクスの脳と肝，牌の乳剤を作b，それぞれ脳内と腹腔

内κ接種したが陰性であった。
対照としては正常人髄液2件， Eagle ME  M pH6. 5, 0. 1 %イ ースト エキストラクト加培地

なよび同培地K 2 ~ら胎児仔牛血清を加えたものを用いたが全例陰性であった。
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C 5 7 B/  6マクス接種Kよb陽性であった髄液が採取された患者の病歴は次の通りである。

SF 5 1は48才の女性で住所は空知郡北村字砂浜である。昭和40年6月15日K腹部症状が出

現し，6月18日よ b両側の手指p 肘，ひざK知覚異常が出現した。キノフォノレム服用の有無は不明

である。髄液は6月26日に採取された。 SF96は釧路市の46才の女性である。昭和45年 4月

1 6日から下痢があb，エマフ方ノレム1日1fl ' 1 6日聞の投与を受けた。 6月3日よbしびれ感，

6月10日より歩行不能を来した。髄液の採取は8月10日である。SFl 14は年齢不詳，小樽市の

女性であb，昭和45年より下痢が出現し，メキサフォノレム14錠の投与を受けた。 6月よ bしびれ，

歩行障害を来した。髄液の採取は 8月6日である。

2）標準株tてついての追試

標準株，渡辺株を I: 5, I : 1 0, 1 : 100 Oの希釈を行左っ・てから， I: 5と1: 100 0は脳内，

1 : 1 0を腹腔内K接種した。脳内接種分はすべて陰性であったが，腹腔内接種群は第2表Kみられ

るよう0:1 3日自に 5匹中1匹が死亡し， 1 4日目0:4匹が発症した。発症した4匹中 3匹は病理組

織学的検査を行左ったが残った 1匹はその後回復し，生存し続けた。

発症マワスの病理組織標本（Kユfiver-Barrera染色）は昭和47年2月19日のスモン調査研

究協議会徴生物凱病理部合同会議の際，供覧したととろ，病理部会の白木博士は脱髄はみられず，

なそらくミエリン形成の抑制されたものであろうとの見解を述べた。

渡辺株はその後l: 1 0希釈被を 2リッターのC57B/6マウスの腹腔内0:,I : I 0, 1 : 1 0 0, 

1 : 1 0 0 0, 1 : I 0 0 0 0希釈液を脳内K接種したが全例陰性であった。

考察

昭和47年3月13日K開催されたスモン謂査研究協議会の総会0:j;~いて，スモンと診断された患

者の大多数はキノフ fノレム剤の服用Kよって神経障害を起したものとする研究総括が左された。 しか

し総括K述べられているように3 患者発生の状況は地域的左集団発生とか，特定の病院，家族に集積

ナる等， キノフォノレムのみKよってスモン患者が発生したと考えるととの困難左場合もあった。

昭和47年 7月20 K国立予研で開催された井上博士の提唱された因子K関する追試成績の検討会

では，国立予研の腸内ワイノレス部と病理部0:j;~ける成績の発表が在された。 C57B/6 マウス脳内

接種十てよっては発症マクスのリッター毎の頻度はきわめて低〈，病理組織学的検査では正常マワスk

bいても生後2週間までの晴乳マクスでは脊髄のミエリン形成の不全があるととが指摘された。

われわれは現在スモンの感染説十てなける病原体の唯一の候補である井上博士のスモン関連クイノレス

KついてC57B/6マクスを用いて追試を行念った。しかし実験成績では発症頻度はきわめて低か

った。スモン調査研究協議会徴生物部会第3回に井上博士は，同一材料を多数のリッタ－0:接種する

とと，希釈材料を接種するとと，観察期間を 3ヶ月以上とするととを要請したが， とれらの実験条件

を守ったとしても結果的K陰性例が圧倒的K多〈， しかも発症マワスの病理組織像に特異的な所見が

-73-



得られないととから， SMO Nがウイノレス感染によるという確定的念根拠は乏しいものと考えられた。

本研究を逐行ナるK当り病理組織学的な検査K御協力載いた石倉正嗣博士（北大第2病理）と奥山

富三博士 （札医大第2病理）に深謝する。

文献

1）井上幸重ほか ：スモン調査研究協議会研究報告書．必3・31～44，昭和46年．

2) Y . K . In o u e e t al. L a n c e七.v 01. 1 : 8 5 3-8 5 4 ' 1971 . 

3) Y.Nakamura et al.Lancet. Vol . .1:223-226,1972. 
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I 序

SMON病原因子の検討

北原典寛，多ク谷 勇

（国立予防衛生研究所 腸内ウィノレス部）

井上博士等はSMO N患者由来の材料からBAT-6細胞KOP Eを起す因子を分離し叉との因子

はC5 7 BL/ 6, dd系等のマウスVCRUNTING，立毛，四肢麻薄等の症状を惹起すると報告

している。 1, 2 

之等の報告の速やかな追試確認はかねがね望まれていたと ζろであるが， BAT-6細胞を良好左

状態K継代維持することが容易で左いとと， OP Eの判定がウイノレスKよる従来のCp Eの場合と趣

を異にするととから司 BAT-6細胞Kなける Cp Eの検討は容易ではないと考えられるのであるが，

マウスvcJ;~ける RUNTIN G，立毛，四肢麻癖等の症状はその判定が比較的容易であると思われた

ので， BAT-6細胞K辛子ける Cp Eの検討K先立って今回はマワスKなけるスモン因子の病原性K

ついての井上博士等の報告の追試を行うとととした。

追試の方法としてはSMO Nと関連のある人由来の材料，主としてリコールをその偉又は人胎児肺

細胞を2回通過した後C57BL/6の生後24時間以内の新生児マクスK接種，接種後3ク月間観

察して異常の発生の有無をみるとととした。試験したリ コーノレのうち1例は名古屋大学永田教授から

分与されたSMO  N患者のリコールであるが他は予研甲野，多ク谷博士を介して入手されたもので之

等材桝の由来等の詳細Kついては全〈知らされてい左い。左名、追試の具体的方法，手技Kついては混

乱を避ける為K井上博士等の方法と可及的K同様の方法を採るととK努めた。

II 実験材料ならびに方活

マクスK接種した材料は次の通りである。

SL-Nagoya｛｝： 名古屋大学永田教授から分与戴いたSMO N患者からのリ コールである。と

のリコーノレは井上博士K送付されBAT-6細胞でのCPE Kついて検討され陽性と判断されたもの

である。

SL-Nagoya P-2：上記リ コーノレの人胎児肺細胞2回通過材料である。

S L-40.6 P-2 J;~ より S L-40.7 Pー2：予研平野，多ク谷両博士を通じて供試されたり コール

のうちの2例の人胎児肺細胞2回通過材料である。とれ等のリコーノレKついての詳細は知らされてい

ない。

SL-40.0P-2：供試リコーノレの人胎児肺細胞の通過と併行して，最初の人胎児肺細胞培養への

接種をブランクKした外， リコールを通過したのと全〈同様在処置をして得られた人胎児肺細胞培養

液対照である。

リコーノレ通過に用いた人胎児肺細胞は人胎児から直接準備されたもので，10%牛胎児血清加Eagユe
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氏液で継代じたもので， リコーノレの通過Kはその14乃至16代の継代を用いた。通過に当ってはリ

コーノレのEagle氏液での10倍稀釈のo.1 m.eを，ローラーチューブK完全Kシートを作b培養液を2

%牛胎児血清加Eagle氏液1m.e vc交換された人胎児肺細胞に接種し， 3 5土1°c vc 1週間培養した

後，その培養液のみを採集した。ヒの培養液をEagle氏液で10倍K稀釈したものの0・1m.eを再び

初代通過と同様Kして人胎児肺細胞を通過した後，培養液を採集3,500RPMで20介間違枕し，

上清を29ら牛胎児血清加Eagユe氏液で10倍K稀釈して保存した。リコール， 人胎児肺細胞通過材

料等はすべて常vc-7 0°C以下（REVCO冷凍器）vc保存した。

接種K用いたマクスはC57BL/6の生後24時間以内の新生児である。リ コーノレ原被又はその

人胎児肺細胞2代通過材料を2%牛胎児血清加Eagle氏液で10倍K稀釈したものの0.02～0.03

dを脳内附難した。観察期間は90日間とし，異常を呈したマクスは死亡寸前と判断される時期同

研病理部へ送付した。異常を認めなかったマクスもその一部を対照として病理部へ送付した。

nr 実験成績
現在までK得られた成績を表］（！（示す。 リコール材料接種群VC:接種後主として2～3週後四UNTING, 

立毛，四肢麻薄を示すマウスが認められた。との症状を呈するものを一応発症と見倣した。井上博士

等は四肢麻揮と記載されているが発症と認められるマウスは無理に歩行を強いると当初歩行が困難で

あるが，繰り返して歩行を強いると可成りよく歩行する様Vてなb，時間をbいて観察すると再び歩行困

難Kなってbり特異な歩行障害の症状であった。

表1. SM  0 N材料のマクス接種成績

接種材料 リ ァ タ ー毎 の 成績

] ( 56) 
0 
0 
9 

SL-Nag oァa8 

S L-NagoyaP-2 

SL-;({. 6 P-2 

SL-;({. 7 P-2 

S L-;({.0 P-2 

無 処置

1 ( 17) 
b （珂）
6 

1 （日）
0 

10 

8 b ~ 長； 03一0唯一5
、lノ

－

Q
U

一ヴ，

’’t
、
－

n
U
1
4
n
u

一

b ~ ~B 、lノ
－

q
O

宍

U

P
D

マi

r
f

‘、
－

nunxu
－
 8 ~ ( 32,53,66) 
2 (7,7) 0 

4 

~ ~ ~~~＊ 
--r一一7 

~ ~ ( 31 ) b ( 59) 

、lノ
－
M
一一，．
 u
＝
 

，．
 

お一
一，．
 

ぉ＝，．
 

n
H
d

・－－

司

i
岨一n
u
，
 
．
．
 

国
一一
2

，．
 

ロ一
一
，．
 

ロ一
一
〆’t
、－

n
u
n
U
D
O

－
 

可
ノ
－

d

を＝4
一7
H
ニ
〆’E
、－

n
u
nu
n4

－
 

-76-



マウスはC57BL/6，接種材料の10倍稀釈液0.02～0.03mlを生後24時間

以内の新生児の脳内K接種，接種後3ク月間観察

SL-Nagoya （｝ ：；永田教授よ D分与，SMO N患者り コーノレ原液

S L-NagoyaP-2：上記リコーノレの人胎児肺細胞2回通過

s Lー必：6 P-2 1 
｝リ コールの人胎児肺細胞2回通過

SL-.16:7 Pー2} 

S L-.16: 0 P-2：人胎児肺細胞培養液対照

1イ（1 7) -

1ロ（1 6) 

。
ホ
6 

イ．発症と見倣されるマウス数

ロ．明確左発症を認められるとと左〈死亡したマクス数

ノ＼ 正常の僅病理部へ送付したマウス数

一． 括弧内のアンタ・ーラインは病理部へ送付したマウスを示し，

数字は接種後病理部への送付迄の叉は死亡迄の回数を示す。

ホ． 3ヶ月聞の観察数， リッター毎，接種後1週間以内の死亡

例を除〈。

〉｜く とのマウスCみは運動が活発で念〈両後肢K運動障害が認められた。

材料接種群Kも対照群十ても明らかな症状の発見をみるととなく死亡するマウスがるb，発症と認め

られ病理部へ送付されたものを死亡としてリ ッター毎の死亡数を比較すると材料接種群と対照群との

間K有意の差は認められ左かった。 （表2) 

表2. 発症と見倣されるマクス及び明らかな症状を認められるとと

なく死亡したマウスのリッ ター毎の発生頻度

接 種 材 料 リ ン ター毎 の 莞 生頻度

SL - Nagoya 。 2/ 
6 
2/ 
4 
。／
6 
1/ 
9 

SL-Nagoya P-2 1ノ／10 。／
8 
2/ 
6 /s-1 

。／
7 
1/ 
7 

SL-,%,6 P- 2 。／
5 
。／
3 
。／
6 

s L一必：7 P-2  1/ 5 2/7 i~o 

S L-1仮（） P-2 。／
6 
l/g_2 ぺ－2 3/ 7 1/7-1 

。／
8 
1/ 
5 
1/ 
6 

無 処 置 。ノノ10-8 
。

づ－2

発生数

接種後3ク月間の観察数

分母の減じた数は正常の憧病理部へ送付したマウスの数，従って分子Vては含まれない。
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しかし明らかK発症と見倣されたマウスKついてみると，対照、群Kはその発生はな〈， 発症と認め

られるマクスは材料接種群Kのみ発生した。ただしその頻度は低〈，リシタ ー当!J2匹をとえるとと

はなかった。

表 3.発症と見倣されるマウスのリァター毎の発生頻度

接 種 材 料 ツ ター毎の発生頻度

SL - Nagoya tJ 1/ 
6 
2/ 
4 
。／
6 
1/ 
9 

B I.r-Nagoya pー2 1ぺ。 。／8 1/ 6 1~－ 1 。／7 。／7

S L-.46. 6 P-2 。／
5 
。／ 
3 
。／
6 

SL-.46:7 P-2 1/ 
5 
1/ 
7 。ぺ。

s Lー必：o P-2 0/ 6 o/g_2 o~－2 。／7 。／7-1
。／
8 
。／
5 
。／
6 

無 処 置 。ぺ0-8 づ－2

発生数

接種後3ヶ月聞の観察数

分母の誠じた数は正常の偉病理部へ送付したマクスの数，従って分子Kは含まれ左い。

W 考察

井上博士等C報告する新生児マウス脳内接種Kより惹起される症状即ち立毛， RUN T工NG 

四肢麻揮を呈するものがリ コーノレ材料を接種したマウス十てみられた。対照群Vてはその様左

出犬を示したものはなかった。しかし左がらRUNTIN G，立毛，歩行障害等の症状を呈したもの

は1リシタ－(IL 1又は2匹で，井上博士等の報告の如〈高率Kは認められなかった。 又対照群Kも死

亡するものがあり，それ等の死亡例KはRUNTIN G，歩行障害等は認められなかったが，単K死

亡したマウスの数から判断するとリコーノレ材料接種群と対照群との間K差は認められなかった。しか

は月らかKRUNTING，歩行障害を呈したマウスの発生は対照群Kは認められ左かった ζとから，

この発症は接種されたリコーノレ材料と何等かの関連を有するものと考えられる。

表K示された成績は何れもリ コール又はリコーノレの人胎児肺細胞の2代通過材料を 10倍K稀釈し

たものを接種して得られた成績であるが，更K高稀釈の材料を接種した場合の異常マウスの発生頻度
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を検討するととが必要であb，叉異常を呈したマウスの材料からの継代実験を行うととが肝要である。

しかし：念がら異常を呈したマクスが特異的左発症であるか否かを確定する方法が現在のととろ未だ無

〈，又異常を呈するマウスの発生頻度が低いので3 接種材料の稀釈と異常マウスの発生頻度を定める

実験， マワスUてよる継代実験を行うととは極めて困難でさうると考えられる。

との点を解決するためK材料接種Kよる異常マウスの発生頻度を高める何等かの方法を見出すとと

か望される。

ENDOXAN（塩野義）の使用を一部試みたが予備実験の域K留った。

V 要約

井上博士等のSMO N因子のマワスK対する病原性tてついての報告の追試を行った。

供試されたリコーノレ材料を接種されたマウスK井上博士等の報告の知＜ RUNTIN G，立毛，歩

行障害を呈するものが認められた。しかしその発生頻度は低かった。

接種材料の稀釈K伴う発症頻度の検討，継代実験による検討を行うKいたらず， SMO Nの病原因

子の存否を定める明確念成績を得るK至っていない。

文献

I）中村良子， 井上幸重 ：SMO  Nのウイノレス学的研究 JI. 分離ウイノレスの病原性 1971，クイ

ノレス 芳 21巻井3号，対719回日本ワイノレス学会総会記録 P. 9 2～95, 

2) Y. N AKA MU RA, Y. KAND A 工No U E : Pathogenic i ty of Vi nus as-

sociatad With Subac u七e Myelo-Optico-Neuropathy 1972, Lance七，

Jan.29, P. 223～226. 
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I 序

SMON病原因子の検討

2: 接種マウスの病理組織学的検索

内田信之，大川時忠，

橋本 魁， 江頭靖之

（国立予防衛生研究所病理部〉

井上等の提唱する SMO  N病原因子につき，予防衛生研究所腸内クイノレス部の北原等はマウスを用

いて実験を行った。吾々は病原因子接種マクス （発症したと思われるマクスを含む ）と，対照と して

培養液のみを接種したマクス及び無処置マクスを剖検し，主として中枢神経系の所見を観察した。と

れとは別に井上等の実験K公いて C57BL/6マクスは発症し病変も起るが， ddマクスでは起

らないという現象を理解するためK，病理部十てないて飼育した2系統 （C57BL/6とdd y）の

無処置マウスの中枢科経系を組織学的κ生後3～30日間観察し， とれら両系列の材料の観察結果か
ら病変を検討した。

JI 実験材料ならびに方法

接種材料，接種法は北原等の報告K記載されている。

異常を呈したマクスは，概ね死亡直前の状態で病理部K渡された。マワスの組織固定は井上博士から

ら送られたメモK記された方法にできるだけ忠実陀従って組織像の解釈以前の問題が左いよう K努力

した。即ち， N embu七al(Abba t℃ Lah製）60 ~／K9をマウスの腹腔K接種 し，深麻酔下で

胸部を切開し，固定液（主成分はparafor ma ldehyde ）に連在る注射針を左心室K穿刺し，右

心耳を切断してから除々K潅流固定を行った。中枢神経系の取出し方や其他についても井上等の方法

K準じて行った。

組織の脱水，パラフィン包埋，薄切等は通常の組織標本製作法K従い，染色はへマトキシリン・エ

オシン2重染色，髄鞘について luxol fast blue染色及び軸索十てついてHolmesの鍍銀法

を用いた。左シ適宜とれらを重染色として全一標本陀利用した。

][ 実験成績

A.北原らの実験マウスの病理組織学的検索．

病理所見の記載の便宜のためにマウスK個体番号をつけた。従って北原等の表 2(fCとの個体番号を

加えたものを表Hてかかけ．た。番号の初めの数字はリッターの番号で，後の数字は個体のリ yター毎

の通し番号である。マクスへの接種は生後24時間以内K行われたので接種後日数と生後日数は同ー

とみ左してよい。組織学的に検索した接種群と対照群のそれぞれの検索時期と個体番号を表2Vてまと

めた。
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表ト

接種材料

SL-N agoyaO 

SL-Nagoya 

P-2 

s Lー必6
P-2 

s L一必7
P-2 

s Lー必 O

P-2 

対

無

処

照

置

C57BL/6マクスのリッター毎の発症並K死亡

発生頻度と組織検索番号表

（北原の表1,2を参照せよ）

発生 マ ウス 莞生 マクス 発生 マクス

頻度 fi6. 頻度 116. 頻度 ／阪

／係
／伝

% 九 4 - 1 % 2 - 1 4 - 2 

116. %。 九 九 〆紙

21-1 2 3-1 

% う今

% 九 % 

% 116. う今 %。8 - 1 

110. ／阪

うも うも－2 19-1 九－2 2 0-1 
19-2 20-2 

~－1 
116. 
九 う令27-1 

ルM 116. 少7-2 116. 7 - 1 11-1 
7 - 2 11-2 
7 - 3 

7 - 4 

7 - 5 

7 - 6 

7 - 7 

7 - 8 
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発生 マクス

頻度 116. 

う合

〆伝

~－1 24-1 24-2 

% 

予言



表 2.

ー守

全

接 種 材 料

数

8 L-Nagoya 8 25 

8 L-Nagoya 

P-2 
43 

8 Lー必 6 P-2 14 

SL－必 7 P-2 22 

8 Lー必 O

P-2 
52 

（培地接種）

無
1 7 

対

処

照 置

接種材桝別の発症頻度と

組織検索例の接種後日数表

ク Jえ 数 組

発 非死 匹

発

症 症亡 数

4 1 3 

3 2 4 

。 。 。

2 2 1 

。 7 5 

。 。 1 0 
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織 寸戸＂＇.： 的 検 索

個体番号
接種後日数

（生後 日数）

4 - 1 1 5 

4 - 2 1 5 

2 - 1 1 7 

2 3 - 1 1 2 

2 1 - 1 1 3 

2 4 - 1 2 2 

2 4 - 2 2 2 

8 - 1 1 1 

2 0 - 1 7 

2 0 - 2 7 

1 9 - 1 9 

1 9 - 2 9 

2 7 - 1 6 6 

7 - 1 1 2 

7 - 2 1 2 

1 1 - 1 1 4 

1 1 - 2 1 4 

7 - 3 1 9 

7 - 4 1 9 

7 - 5 3 3 

7 - 6 3 3 

7 - 7 3 4 

7 - 8 3 4 



( 1）接種群の病理所見 ： マウスK病原因子を接種後病理学的検索したうち最も早い例は11日（必

8-1 ）である。との例は脊髄の頚，胸，腰髄Kついて脊髄錐体路がluxol fas七 blue （以

後LF Bと略す）vc染bが弱い（写真1）。 12日例（必 23-1）の症状としては，北原等の記載

にあるようK発症していたが，剖検で極めて強い脳水腫が認められた（写真2）。とのマクスの組織

所見としては胸髄と腰髄の錐体路のLF Bの染色性が弱いが，他の部分も染色性がある程度弱かった。

従って脊髄錐体路のみの特異的病変とは考えられ左かった。

1 5日例（必4-1,4-2）は2匹とも頚髄の錐体路が他の部K比してLF Bの染色性が弱かっ

た（写真3）。 17日例（必2-1）は，脊値上部の錐体路のLF B染色性が弱かったが，腰髄は一

部染色性を示す処があった。

2 2日例の必24-1は症状を示し， 必 24ー2は症状を示さまかったが，2匹と も胸髄の錐体路

のLF Bの染色性が弱かった（写真4,6）。必24 -1の腰髄は髄鞘の通常存在する部分はすべてL

F BVC良い染色性を示した。なを必24ー2は症状が念かったが脳水腫が強〈，脳皮質は萎縮し，中

枢神経系の発育障碍があるものと考えられた（写真5）。

以上の脊髄錐体路のLFBVC対して染色性が弱い部分を鍍銀法tてよって軸索を検索した。併し顕著

念変性は見られ左かった。ただ脊髄錐体路tては，対照、群Kかいても全じであるが，少数の散在する太

い軸索が分布していて，他の後索知覚領域の中聞の太さの軸索の密集している分布と比較すると，前

者は鍍銀法十てよって染色性が薄めに後者はやや置く見えると云う相異は見出された。

(2）対照群の病理所見 ： 対照と して生後7～66日迄C5 7 BL/ 6,1 5匹を検索した。

7日例（必 20-1, 20ー2）は2匹とも脊髄の髄鞘の染色性がやや少いが，特K錐体路の染色

性が弱〈，他の部分との聞に差があった（写真7）。 9日例（必19-1,19-2）は2匹とも脊

髄の髄鞘は全般的VCLFBK対してやや染色性が弱いが錐体路が特K染色性が弱かった。

1 4日例（必11-1,11ー2）は必 11ー2の腰髄を除いて，脊髄錐体路のLFB K対ナる染

色性がやや弱かったが，殊tて必11 -1の胸髄の錐体路は明らかκ染色性が弱かった。 19日例（必
7-3, 7-4）は2匹とも脊髄錐体路のLF Bの染色性が弱かったが，特に必7-4の頚髄の錐体

路は弱かった（写真8) 

3 3日例（必7-5,7-6 ), 3 4日例（必7-7, 7-8）は何れの部分でも，髄鞘がLFB 

K良〈染っていた（写真9) 

6 6日例（必27 -1 ）は発育悪〈，発症類似の症状を示したので検索した。脳Kは，脳水腫Kよ

る脳室拡張があb，脊髄の髄鞘存在部位はLFB K良い染色性を示し， 腰髄の錐体路は他よb寧ろ強

〈染っていた。

B. C5 7 B L/6系とddY系との脊髄発育段階の比較．

病理部vci,~ lnて飼育したC57BL/6とdd Yを生後3～30日組織学的K検索した。 C5 7BL 

/6は髄鞘のLF BVC対する染色性が全般的vc1 0日頃まで弱 〈，特K錐体路の部分が弱い（写真10,
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11）。 30BKなると脊髄髄鞘、の染色性が錐体路でむしろ強〈なっている。とれに比べて軸索は10 

日頃よb染色性が良〈在る。とれK対 してdd Yの脊髄髄鞘の染色性は5日までやや弱〈，特に錐体

路は殆んど染っていない（写真12 ）。 10自にまると髄鞘の染色性が出て来るが，錐体路はやや染

色性が弱い。軸索はC57BL/6と全じく 10日以後染色性が良〈まる。

W 考 案

井上等の論文 K::t~いては，中枢神経系のうち殊K脊髄の後索K特有な変化があ b ， とれはヒトの

SMON K類似の病変であると記載してあるので，吾々 もとの点K特別の注意を払いつつ観察した。

以上の吾々の検索結果から見ると井上等の因子を接種したマウスのうち少数は，脊髄錐体路の髄鞘

のLFB  K対する染色性が弱い（写真l, 3, 4, 6，）ととは確かである。しかしとれらの例の軸索

を検索した限りでは特に変性があるとは見え左かった。即ち少くとも軸索変性と髄鞘の変性とが共存

する病巣は観察されなかった。

左手b接種群の何れにないても脊髄後索知覚領域K変化は見られず，ヒトのSMO  Nの時十て見られる

知覚領域K特K強い変化を示す所見と比較すると相異があるととK在る。

更に対照、例を検索すると，1 9日例及びそれ以前Kないては，脊髄錐体路髄鞘のLFB K対する染

色性は弱いととがわかった（写真7' 8 ）。 一般KLFBK対する染色性は，生後一定の期間K生理

的K次第に現われて〈るものと考えられる。なな 33, 34, 66自の対照例では， との時期K髄鞘

が完成しているためか，錐体路の染色性もよくなっている。

とれらの所見をよ bよ〈理解するために更K，北原等の実験とは別K飼育した057BL/6系と

dd  Y系マクスUてついても，観察を行い，その結果マクス幼若時の髄鞘の染色性Vとついての知見は沙諸

t.k b確実に在ったと思う（写真10,11, 12）。

叉接種群，対照群の何れにも脳水腫を示す例があった。

以上の所見から考えると，上記接種群マウスに見られた脊髄錐体路の髄鞘のLF B染色の弱さを髄

鞘の変性と解して，その組織像と井上等の病原因子を接種したマクスのうち少数十て起った臨床症状と

を関連づけ，組織像と病原因子との間K直接の因果関係を求めるの十てはなな問題があり，更K今後の

検討を必要とするものと考える。

叉ヒト胎児肺細胞培養液のみを接種した群で死亡例がかなりあるが，所謂発症とみなされる症状を

示して死亡する例が少いととの原因も追求する必要があると思われる。

V 結論

井上等の病原因子を検討するためK北原等がCs7BL/6系マクスを用いてお、と走った実験Kつ

いて，病原因子接種マウスと対照マクスの中枢神経系， と＜ K脊髄を組織学的に検索した。同時kd 

d Y系マウスを対照としてなとなったマウス脊髄についての髄鞘の発達時期を追求した実験結果をも

考慮すると，脊齢佐体路の髄鞘の弱染性と病原因子接種との問K直接の因果関係があることを肯定で

きる結果を得るKいたらなかった。
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写真説明

矢印はすべて脊位錐体路と其他の部分の境を示す。

1.必 8-1, 8 Lー必7P-2接種． 1 1日．胸髄後索. Holmes-LFB重染色 ×25 o. 

2.必 23-1, SL-Nagoya pー2接種. 1 2日．大脳悩室拡揚.HE 2重染色， X25.

3.必 4-1,8工「Nagoya（｝接種.1 5日．頚髄後索. LF B染色 ×1 0 o. 

4.必24 -1, SL-Nagoya P-2接種. 2 2日．胸髄後索.LF B染色 ×2 5 o. 

5. I伝24-2, SI「 NagoyaP-2接種．2 2日．大脳（脳室拡張）.HE 2重染色 ×25.

6.必 24ー2, SL-Nagoya P-2接種． 2 2日．胸髄後索.LF B染色 ×2 5 o. 

7.必 20-1, SL－必OPー 2接種． 7日． 頚髄後索. LF B染色×25 o. 

8.必 7-4，無処置． 1 9日．頚髄後索. LF B染色， Xl 0 0. 

9.必 7-6，無処置.3 3日．腰髄後索 LF B染色 ×250. 

10. Cs 7BL/6，正常無処置．3日． 胸髄 （斜断〉後索.Holmes-LF B重染色 ×2 5 o. 

11. Cs 7 BL/6，正常無処置．1 0日．胸髄後索. H oユmes-LFB重染色，X250. 

12. d d Y，正常無処置．5日． 頚髄後索.Ho lmes-LFB重染色，×10 o. 

参芳文献

NakamuraφY., Kanda Inoue, Y. Lancet, 1972, 7744, 223. 

Pathoge nユC工℃y of virus associated With subacute myelo-

optico-neuropa七hy.
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はじめに

ス モ ン研究班報告

石田名香雄，中村喜代人

（東北大・医・細菌）

分離ワイルス学は発病病理機構の解明Kまで責めを負わねば左ら左い。われわれはかねてからスロ

ークイルス感染症K興味をもち，その病理機構をin vi℃r o系K於て理解するととを目標Kして研

究をつづけてなり，との立場からスモン研究斑K参加している。近年，sSP Eの病原体としての麻

疹ワイノレスが脚光をあびて来たが，その発病病理機構K関しては全〈推定の域を出ず，単Kそれを解

析するための手がかbを得たと云うK過ぎない。本疾患K代表されるようK，スローウイルス感染症

の多くは中枢神経系を主な病変の場としている。とのことは

I）脳K於けるウイルスの増殖は，いわゆる致死的感染系とは可成b異在ったパターンを示している

のではないか。

2）また抗体存在下でもワイルスが存続し得るよう な条件を備えているのでは左いか。

と云う可能性を考えさせる。とのよう念可能性をラシト由来のグリオーマ細胞と麻疹ウイノレスの系を

用いて検討した。

材料と方法

I. ワイルス ：麻疹ウイノレスEdmonsto n株のHela-S3細胞継代培養液を親ウイルスとして用

い，感染価の測定はVero 細胞を用いたブラ y ク法で行った。

2. R G-6細胞 ：ラシトグリォーマ由来のクローン化細胞（ p.Benda et al., Science 

161, 370' 1968）で，慶大医学部中沢博士から分与を受けた。培養Kは10%の牛血清を含む

ME Mを用いた。

3. 盛光抗体法：j蒜疹ウイルスK対して高い中和抗体価をもっ成人血清を一次抗体とする間接法で行

った。

4. 抗麻疹クイルス家兎血清： s3細胞で増殖したウイノレス液で家兎を免疫して得られた血清で512

倍の中和抗体価を示すものを用いた。

実験成績と考察

1. R G単層培養K麻疹ワイノレスをm.o.i.l0倍で感染させると， 感染後24時間目から抗原合成

細胞が出現し以後急速Vてその数を増し， 30～4 8時間で最大値K達する。しかしその時の抗原合

成細胞は全体の.S%を占めるK過ぎず，残りの95%の細胞では抗原の合成は認められない。

2. とれらの抗原合成細胞の数と Vero細胞上での感染中心の数とは一致するととから， ワイノレス

感染グリア細胞は完全なウイノレスグノムを持つものと思われる。

3. 次Kζれらの細胞での感染性粒子の合成を検討した。 RG細胞をm.O.i.4で感染させreleased
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viru s及びcell-associa℃e d viru sを経時的K測定したととろ，両者共K最大値は感染

中心の数の］/ 1 0 K過ぎない。とのととはグリアの感染細胞内ではワイノレスの感染を極端K妨げる

ような機構が存在しているととを示唆している。

4. 既K述べたようK大部分のグリア細胞では抗原の合成を認めるととは出来ないが，とれらの細胞

は麻疹ウイノレスの感染K遺伝的K抵抗性をもっ細胞集団左のであろうかのRGから略ぼ50クのクロ

ーンを得てワイノレス感染を行ったところ，完全K抵抗性を示ナクローンを得るととは出来在かった。

5. R G細胞集団K対するウイルスの吸着効率を83細胞集団K於けるそれと比較したととろ，両者

間K有意の差を認める ζとは出来なかった。とのととは抗原合成を行っていまい細胞でもウイノレスの

吸着は起とっているものと思われる。しかしそれ以後の過程Kついては不明である。

6. R G細胞でのウイルス粒子の合成は非常K少ないが，感染細胞はすべてVero細胞上で感染中心

となり得る。そとでワイノレス感染RG細胞からVero細胞へのワイノレス伝播様式を抗血清を用いて解

析した。ウイノレス感染RG細胞を抗体を含む培地K浮遊しVero細胞の単層培養K接種し培養を続け

ると， 3日目Kワイノレス抗原をもった巨細胞が出現する。とのととはRG細胞からVero細胞へのウ

イルス伝播は中和抗体の作用を受け左い形で進行する事を意味する。またRG細胞は巨細胞を作ら左

いのでVero細胞聞のウイノレス伝播も同様の機構Kよって起ζっているものと思われる。

まとめ

1. 麻疹ワイノレスをラットグリオーマ由来のRG- 6細胞K感染させると， 5 9もの細胞Kしか抗原合

成を認める ζ とが出来左い。その細胞での成熟粒子の形成は平均0.1ク以下であるが，その細胞は

Ver o細胞上ですべて感染中心となり得る。残Pの95 %の細胞は遺伝的K抵抗性をもつものでは

なく吸着過程は正常K進行するものと思われる。従がってRG細胞K於ては吸着以後のウイノレス増殖

過程を強〈抑制する機構が存在し， しかもその抑制の度合は細胞伊ljの生理的条件Kよって種々の程度

K表現されるものと思われる。

2.麻疹ウイノレス感染RG細胞及びVero細胞から非感染VerO細胞へのウイノレス伝播は中和抗体の

存在下Kも進行する。その機構は不明であるが，その事は脳K於けるウイノレス存続の理解K役立つも

のと思われる。
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