
Immunization　of　Mice　against　lnfection　with　Salmonella　blegdam．

　　　Especially　Protection　of　Mice　from　Typhoid　lnfection　by
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　　　　It　is　generall）’　knoN・vn　thlat　ininiunization　“rith　A’iiied　bacilli　hi，　g．　a　protective　effect　on　bacterietnia・

But　typhoid　fever，　paratyphoid　fever　and　anthrax，　which　are　also　accompanied　with　ba‘ie，・ie，ノ晦，　have

been　considerecl　to　be　exceptional　cases．　For　anthrax　effective　immunity　could　not　be　introduced

with　kiiled　vaccine，　thou・gh　Louis　1’asteuri）　invented　a　preventlve　inoculac　tlon　method　in　1881，　until

recently　low　virulent　living　organism　inoculqtions　ha，　ve　been　considered　to　be　the　only　effective

niethod，　as　far　as　anthrax　is　concerned・　Recently　Cromartie，　Watson，　B！ooni　and　others2）　have

proved　why　immuniza，　tion　wit．h　living　baeilli　is　the　only　preventive　measure　for　anthrax．　Based　on

their　findings，　it　is　now　possible　to　provide　protection　with　vaccines　containing　no　iiwing　organisms．

　　　　Thus　one　of　the　exceptiollal　cases　has　bcell　removed，　leaving皿echanism　of　immullity　of　typhoid

d｛seases　as　the　remaining　problem．　ln　typhoid　and　paraty・phoid　fever，　it　i＄　statisticic　lly　knox・Vn　tha，　t

preventive　inoculation　xvith　ki．Ued　bacilli　hi．　s　loivered　niorbidity　and　lethality．　But　the　iniinunity

resulting　froin　this　vadcination　is　not　as　strong　，and　effective　as　in　inin］unity　after　recovery

A，loreover　its’ ?ｆｆｅｃｔｉｖｅｎｅｓｓ　is　net　completelvv　supperted，　either　experimentally　or　theoretically．　This

＄ubject　has　been　studied　at　a　high　level　in　our　country，　particula，　ry　by　Kobaya‘slii　anEl　his　coUabora－

tors：i）・　According　to　their　opini・on，　the　protective　power　against　typhoid　and　pariL　typhoid，　infection

can　be　established　by　vaccination　with　lirv．ing　bacilli，　whether　in　smooth　or　in　rough　type，　but　not

with　killed　vaccine．　However，　Hazato　and　his　colra．　boratorsq）　ha，　ve　reported　that　intravenous　injections

of　ki・Uetl　bacilli　have　given　satisfactory　protection　to　niice　against　the　infecti’on　of　Salmonella　enteritidis

egual　to　those　of　iivingf　bi‘cilli．　Hosoya　and　other＄’r］）　have　recently　stated　that　immunizatioii　with　their

so－called　T．TIT．　or　T．A．T．　vaccine，　which　contains　no　liwing　bacilli，　has　protective　effect　on　infection

of　Salrrionella，　enteritidis　of　mice　i，　nd　Salmenella　abortus　equ｛　of　g，uinea－pi．crs．　Ominaga（」）　has　denled
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the　opinion　of　Hazato　and　others．　ln　the　report　of　Hosoya　and　others　it　is　pointed　out　that　the

invasion　of　bacillus・　into　animal　body　is　suppressed．　lf　this　is　a　fact，　a　similar　suppression　should

be　observed　in　the　case　of　animals　lmmunized　with　living　bacilli・　However　it　is　regrettable　to　note

that　this　has　not　vet　been　confirmed．　’　　　　　　　　　　　　　　　　一

　　　　Concerning　the　immunity　，　in　t．vphoid　infect｛ons　there　remain　many　important　problems　to　be

studied　from　theoretical　and　practical　standpoints・　Our　observations，　incorporated　in　this　paper，　deal

mainly　with　vaccination　with　iiving　rough　bacilli　and　its　posslbilit｛es　as　a　protective　measure　to　mice

against　infection　of　S．　blegdam．　’

Materi’als　and　Methods．

　　　　2）　Othei・8α1川onella・st，’a〃z∫utilized　for　lmmunlzatlon：　AH　strElllls　were　received．from　thc

Japanese　Branch　of　the　lnternational　Salmonella　Committee・　Rough　variant　of　ea，　ch　strain　vLTas

isolated’　from　the　culture　in　broth　cont，aining　the　respective　hotnologous　immune　serum　which　wa‘s

produced　in　rabbits　by　inoculation　of　smooth　Organisms　of　t　corresponding　stra，　in．．

　　　　a）　BliR3　strain　and　BliR4　strain　were・isolated　from　BliS　strain．　Both　strains　have　the　properties

of　rough　organ｛sms，　judging　from　the　following　：　colonial　morphology，　character　of　grQwth　in　broth，

virulence，　sic　lt　sensitiveness，　copper　sulphate　test，　Millon’s　test，　trypaflavine　test，　agglutination　reaction

by　the　antiserum　a．crainst　S．　typhi　Rfl　strain　wh｛ch　has　all　the　characterist｛cs　of　rough　strain．　But　in

a，bsorpt｛on　test，　they　absorbed　a11　the　antibqdies　against　the　original　smooth　organisms．　“tloreover，

rabbit　antisera，　against　these　rough　variants　contain　antibodies　reft‘ctive　to　O　｝ntigens　of　the　orig｛nal

smooth　strain．　1“his　su．crgests　that　these　rough　vac　riic　nts　still　have　traces　of　smooth　somatic　antigens．

　　　　b）　64Ri　slrain　wa，　s　isolated．　from　S．　enteritidis　1891，　65Ri　strain　frorn　S．　dublin　tiLt15，　761（，］　strain

frorn　S．　london　1446　E　nd　84A’fl　strain　from　S・　newington　C2・　Judgiing　froni　the　above　mentioned　tests，

these　have　been　determined　as　R　variants．　rvloreover　each　variant　did　not　absorb　O　antibodies　from

antiserum　ac　gainst　the　re＄pective　original　smooth　organisms・

　　　　3）　Protectioit　tes’t：　Mice　used　were　from　12　to　15　gm・　in　weight・　The　methods　of　immunizi，一一

tion　will　be　described　in　each　experimental　pic　rt．　After　a　fortni．cr．ht　followin．cr　the　last　immunization，

sve　challen．cred　the　mice　by　dral　administration　of　2　mg．　of　BI：，S　strain，　and　after　that　continued

observations　for　a　month．　AII　dead　mice　were　dissected，　and　frorn　the　blood　specimens　and　organs，

cultural　exl，　minations　were　made　to　dete．rmine　whether　they　died壬roln　infection　or　not．　The

survivors　were　killed　thirty　days　a‘fter　challenge，　and　direct　and　bile　cultures　were　made　from　blood

spec｛mens　a．　nd　various　organs　to，recover　the　challenging　or　the　immunizing　organtsms．　Organisms

recovered　were　invariably　identified　as　to　t｝ipe　and　variac　nt　type．

　　　　1）　Challenge　straiit：　Blf，S　strain　is　a　smooth　type　of　BI3　s．train　ivhich　is　one　of　two　strains　Bli

and　Blf，・　which　Ueti‘ke　and　others7）　isolated　from　a，　pa，　tient　na‘med．Yasuhara　in　1945　and　identified

as　Salmonella　blegdam．　ln　5　to　1‘9」　days　after　oral　administration’of　2　mg・　of　Blr，　strain，　mice

succumb　to　secondary　septicaemii‘　followed　by　typhoid　disease．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　一　t　一　一　　　　　r　一　一　　　　　　　　　一　　　　　　　　　．　I　　s　f　一

Experimental　Results．

　　A．　Jmntunixation　zvith　Blil〈r，　straitt・

　　　　Oar　prtniary　：drn　“Tag．　to　determine　svhether　irinnun｛zation　with　living　rough　Qrcr．anisms　o£

S．　blegdatn　gavct　mice　protection．　As　previously　mentioned，　it　is　extremely　difficult　to　obtain　rough

organismg．　ivh｛ch　are　completely　devoid　o’E　stnooth　somatic　ft，　r］tigens・　As　a　result　we　were　obli．cred　to

employ　B！エR3　strain．　Tllis　strain，　as　above　mentiolled，11as　various　propertics　ohough　organisms，

whic旧】．at　but　fe、v（，　antigens　of　smooth　organ｛sms　remaillin9．　As’colltrols　weぐ｝bserved　non－treated

gr・叩t・騨h・r　witl・f・nn：tli・ed　vacci・・e・［Bl・，S・t・ain　gr・up　and　living　S．　ts’pl・i　R，　strain　gr・up・

7）　Uetake，　H．，　Matsumiya，　H，　Odani，　T．　＆　Kogo，　T．　：　New　Clinic，　2，　147　（19．　4g）．
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　　　　The　mice　of’living　BliRs　group　were　given　one　intraperitoneal　injection　with　10－3mg．　of　this

strain　grown　on　agar　slant　at　370C　for　18　hours　and　those　of　living　S・　typhi　R2　group　were　given

one　2×　10”i　m．cr・　injection　intraperltonealy・

　　　　The　rnice　of　f6rmolized　B13S　vaccine　group　Were　intraperitonealy　inoculated　four　times　at　one

week　intervals　with　increasing．　doses　of　O．05，　O．1，　O．2　and　O．3　mg．　Fifteen　days　after　the　last

in：／ection，　all　mice　were．　challenged　orally　with　2　mg．　of　B13S　strain　ft．　nd　observed　for　a　month．　The

results　are　shown　in　table　1．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Table　1

Immunized　wit，h

Iiving　BliR3　strain

killed　B13S　strain

living．S．　typhi．R2　s七rain

no．n一’Lreated　control
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　　　　　　　　　　Note：　O　survivors；　e　dead　rnice；　Numerals　fiankin．cr　black　marks　indicate

　　　　　　　　　　　　　　　　survival　da、ys　from　challenge　to　dea七h　　　　　　　　　　　　　．

　　　　In　the　BliR3　group　only　one　mouse　died　and　the　other　five　survived，　whereic　s　all　mice　of　the

other　groups　succunzbed．　ln　all　of　the　dead　mice，　the　challenge　bacilli　were　recovered　from　the

heart　bloQd　specimens　at　nd　the　other　or’．cTans，　indicating　tlie　occurrence　of　seconda‘ry　septicaemia．

　　　　Comparing　the　lethality　of　each　group　the　thirtieth　day　after　the　challenge　by　direct　calculation

of　probabilities，　the　difference　should　be　re．crarded　as　siscrnificant　bctwTeen　the　living　BliR3　greup　ac　nd

the　killed　B13S　or　living　S．　typhi　Rfl　group　at　the　level　of　si．cTnificft，　nce　of　2．85．a・Ve，　and　between．　living

BliR3　group　and　non－treated　control’　group　at　that　of　O．13）7．1．o／．

　　　　Secondly，　comparin・．c）　the　survival　days，　the　calcuhc　ted　values　a，　re　as　described　in　ta，　ble　））i．　’1’he

average　survival　days　of　the　populations　are　14．1．士5．10　days（from　9．O　to　192　days），13．4±5．53

days（from　7．87　to　18．97　days）and　7．2±ユ295　d．ays（fronl　Q「．905　to　8．495　days）at　the　level　of　signif．i－

cance　of　5／Oio，　respectively　’in　killed　B］：iS，　living　S．　typhi　Rll　and　cont；ol　group．　”1”hus　the　difference

between　the　killed　BlsS　and　control　group　should　be　regarded　as　significant．　ln　other　svords，　it

sug．gests　thi（t　the’　vaccination，　even　with　killed　smooth　baccilli，　may　prolong　the　survival　period　of

mice．　But　at　the　same　Ievel　our　observed　di壬ference　should　not　bc　regarded　as　significa，　nt　between

k｛11ed　B13S　and　living　S．　typhi　Rg　group　or　between　living　S．　typhi　R，i　and　the　control　group．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Table　2　Comparison　of　mean　su7’vi・val　ttime　of　deaa　7？vice

Immunized　with

sample　mean　〈R）
unbiased　estimator　of
population　variance　（xi2）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　lt

eonfidence　interval　of
population　mean　（m）“‘：’

killed　B13S

　　〈days）

　　　　14rl・

　　　　30．55

　　　　5．　o”2

　14．1二i二5，10

〈g．osmsg．lg，1））

living　S，　typbi　Ri

　　　　　（days）

　　　　13．4

　　　　35．84
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（7．S7SmLtr　l　S．97）
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　　　　In　shc｝rt，　from　the　above－mentioned　exper｛mental　1’．e9．　ults，　i亡clm　be　9・　a｛d　t1】at　the　vaccin“tion．witll

living　BliR3　strain　g，　ives　ni｛ce　protect｛ve　poxi，’er　一vxith　cornparative　cas．　e．，　whereas　with　Bl：，S　v，f’L’ccine

the　surviva，1　time　of　rnice　can　oniy　be　prolong．　ed　but　for　a　short　period．　Here，　it　s“ould　give　rrise
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to　discussion，　that　BliR；　strain　has，　though　a　little，　O　antigens　of　smooth　organisms．　No　one

can　positively　state　that　the　ant｛bedies　against　smooth　somatic　antigens　have　nothing　to　do　with

immunity，　for　even　thif　amount　of　smooth　O　ant｛．aens　can．　stimulate　the　product｛on　of　antibodies

against　these　antigens．　A，loreover　on　the　other　hand，　it　was　extremely　difficult　to　obtain　a　perfect

rough　variant　from　Bl，S　strain．　Our　next　step　wa‘s　to　immunize　mice　with　rough　vi，　riants　of

heterologous　Salmonella・

　　B．　lmmunixation　with　tyPic’al　rouglt　oryattisnis・

　　　　As　rough　variants，　we　obtained　64Ri　strain，　65Ri　slrain，　84R2　strain　and　76Re　strain，　respectively

from　S・　enteritidis　1891，　S．　dublin　；9」lr），　S・　new｛ngton　Ct　and　S．　london　1446　strain．　’1”he　above

rough　strains　do　not　absorb　the　O　antibodies　in　the　antiserum　against　their　respective　origina，1

smooth　strains．　But　they　still　have　H　a，　ntigens　（i．e・　H　form）．　Beside　the　abosre　S・　trpbi　Rfl，　BliR4

straite　’and　fermalized　va，　ccine　o£　BI3S　strain　were　used　as　a　compar｛son・

　　　　bnrnttnixation：　ln　the　．crroups　vaccinated　with　rough　strain，　living　organisms　were　inoculated

intraperitoneally　one　or　two　times　at　intervals　of　one　week・　’1’he　vacci．nation　with　64Ri　or　65Ri

stra量n　cGnsist　o｛two　doses　of　IO－4　and　10－3　mg．，　that　with　84R2，76R20r　BI，R4　strain　consists　o壬

one　dose　of　10－3　mg．，　and　that　with　S．　typhi　Rg　consists　of　two　doses　of　10一’3　and　10mfl　mg．

Formalized　B13S　vaccine　was　injected　intravenously　at　one　week　intervals　five　times，　O．05，　O．06，　O．06，　O．1

and　O．9“mg．　Fourteen　days　after　the　last　injection，　all　mice　were　given　9－mg・　o｛　B13S　strain　per　os．

　　　　The　results　a‘re　shown　in　ta‘ble　5’．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Table　3

Immunized　with

living　64Ri

Iiving　65Ri

living　76R2

1iving　84R2

1iving　BliR4

1iving　S．　typhi　R2

killed　BliS

none　（control）

Results
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　　　　　　　　　　Notes　are　same　as　in　table　1．

　　　　The　first　noti‘ble　ft　ct　on　scanning　this　ta，　ble　is　that　the　survival　time　of　the　dead　mice　seems

Ionger　than　・those　in　the　first　experiment・　Comparing　the　mean　survival　days　of　the　nontreated

control　groups　in　both　experiments，　those　of　the　populations　in　the　ex．　periment　A　i，　nd　B　are

respectively　7．2i1r：1．8501　（from　5．3499　to　9．Oo”Ol）　days　and　17．2±5．6239　（from　11．5761　to　．9，2．8L），3’　9）

days　a，　t　the　level　of　significance　of　1．（o”．　Thus　it　can　be　a．　ccepted　a，　t　this　level　of　significance　that

the　survival　time　of　dei．　d　mice　in　the　experlment　B　is　longer　than　that　in　the　experiment　A．　The

mice　used　in　expertment　A　are　of．Engltsh　stock，　and　in　experiment　B　of　German　stock．

　　　　It　is　possible　that　the　difference　that　ha，　s　1）een　observed　may　be　due　to　the　．difference　in　stock．

　　　　As　the　i，　vcrage　g．urvival　dayg，　have　become　long，er　we　extended　the　obg．　ervi，　tlon　period．　At　50

days　after　the　chatlen．cre　we　cdn｝pared　all　f．rroups　to　aE　certain　a‘　tiy　difference　that　might　ex’sist　between

the　respective　dei，　th　r’ates　of　all　gro．　ups．　By　direct　c：tlculation　of　probi，　bilities　P－values　a，　s　shown　in

table　4　were　calculi，　ted．　P　is　the　sum　of　the　probabilities　of　the　E　et　of　frequencies　observed　and

the　tsyo　poq．　sible　inore　ex’trenie　g．ets　of　fre“uencies　“”h｛ch　tnifght　h：ive　heeti　obserx’ecl．

　　　．Thus　P－valueg．　eornpared　with　the　control　g．roup　are　O．OeSL）9，　O，O．　Ot／’）2，　O．O；’）・5c　and　O．023　respec－

tively　in　64Ri，　6tsRi，　84Rfi，　and　BliR4　group．　At　the　level　of　slgni’f｛cance　of　1％　｛n　the　former　twQ．
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Table　4 Pee　between　two　groanps

札幌医誌195皇

living
U5RI1

living
V6R2

Iiving

W4R2
livh19

a．11R4

　livingS．typhi　R2 killed

a13S 　none
icontrol）

living　64Ri

living　65Rr

living　76R2

1iving　84R2

1iving　Bl　R4

1iving　S．　typhi　R2

＞O．27L）9 0
冨

10
8

00

り
召6500＞

3110
d

O

6060
召

0

0970　
コ0

＞
＞
＞

407り
召0＞

090り
」

α
．〉

778
．

00＞

10
召

η
．
ヨ30＞

99400

3“
．
0

500＞

り
ゆ3130＞

3り
」

の
封

1α〉

6粧ω〉

O．0037

0．O118

砂
」400

1の
召り

e
O　

●
0

9り
召000

0
刈

5000
．

　50
0
臼

α〉

　
8

　
r
O

　
り
0

0、
0

36
1
召

00

54810＞

　　　　　　　　　　Note一；一：Pindica七es七he　sum　of　tbe　probabili七ies　of　the　set　of　frequencies　observed

　　　　　　　　　　　　　　　　　　and　the　two　possible　more　extreme　sets　of　frequencies　which　migbt　have

　　　　　　　　　　　　　　　　　　been　observed．

groups　and　4％　 in　the　Iatter　t、vo，　it　ca．11　be　acceptcd　that　thcre　is　a　definitc　corrclation　bctwcell

vaccillation　and　reduction　of　the　Iethahty．　But　P－values　morc　than　O．1854　in　S．　typhi　R2　gr6hp

and　more　than　O．．2　ill　76R2　group，　so　it　can　llot　be　said　that　these　vaccines　have　ahy　lethality

redudng　effect．　The　effect　of　B13S　vaccine　is，　at　sight，　smaUer　than　that　of　76R，　straill、　In　o亡her

words　killed　smOoth　organis！ns　have　no　effect　to　reduce　lethality　even　by－intravenous　inoculation3．

　　　　Comparing　the　groups　ilnlnullized　with　living　rough　organisms　and　kmed　1313S　vacchne　group

by　direct　calculation　of　probabilities，　P－values　of　64R1，65R1，　BlエR4　and　84R，　group　are，　as　showll　ill

table　4，0．0037，0．0118，0．042　and　O．0321．　At　the　level　of　significance　of　5％，　the〔lifference

should　be　regarded　as　significant　between　the　living　vaccine　group　and　the　killed　vaccine　group，

while　it　should　not　be　regar．ded．as　significant　at　the　same　level　between　76R，　or　S．．　typhi　R2　group

a，　”d　B13S　vacdlle　grouP・

　　　　Furthermore，　comparing　the　groups　vaccinated　with　livi1〕g　rough　organisms，　as　shown　ill　table

4，generally　speaking　the　difference　between　each　should　llot　be　regarded　as　si．gnificant　at　the　Ievel

of　slgnificanccs　of　5％．　Only　when　comparing　of　64Rエgroup　with　76R」or　S，　typhi　R2　group，．Pis

so　small（0．02120r　O．0499），　that　the：se　differences　should　be　regarded　as　significant．　．In　other

words，　it　cannot　be　de．cided　from　these　experiments，　which　of　64R1，65R1，84Rコ鋤d　BIエR，　strain　liLas

the　highest　immunizing　effcct．

　　　　Contrary　to　the壬ormer，　in　the　preSent　experiment　it　is　suggested　that　mice　of　German　stock

are　g．enerally　more　resistant　to　S．　blegdam．　illfectioll　that　those　of　English　stock，　as　the　sur．vival

period　was　longer　and　on．e　out　of　eleven　control　mice　Survived．　Therefore　to　con．firm　the　above
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　サ
rcsults，　and　to　prove　further　that　it　was　not　by　a　mere　chance　of　low　virulence　of　the　infecting

bacilli，　and　also　to　prove　that　the　mice　had　actually　survived　the　illfection　and　had　not　survived　due

to　some　unforseen　coincidence，　we　repeated　the　challei！ge　to　all　survivors　by　oral　administration　of

2mg．　of　B13S　strain　50　days　after　t．he　first　challe’ 獅№?．　As　a　result　thirty　days、、after　the　second

challenge　none　were　dead　by　infection．　At　that　time　all　mice　were　killed　and　cultural　examinatioIls

were　performed　on　each　organ。　The　results　are　shown　in　table　5．

　　　　It　is　obvious　from　this　table　that　though　all　mice　had　resisted　the　reinfection，　we　could　still
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
recover　the　challellge　strain　from　livers，　spleens　or　inesenterial　lymphatic　glands　of　the　majority　of

mice　even　thirty　days　aftcr　the　second　challenge．　Olll．y壬our　out　of　fourt玉・mice　failed　to　show

challengc　organisms．　In　all　other　Inice　thc　challenge　bacilli　were　recovered　by　dircct　cult｛vation　or

by　cnr｛ching　il’1　bile　media．　This　indicates　that　the　mice　had　resisted　the　challellge　bacilli　wllich

had　positively　invaded　tlle　body．　「r］：　is　sllggcsts　the　foH．owhlg．

　　　　］）　1、he　resista．　nce　of　n1｛ce　is　obviously　due　to　imtt．巳UIIitv・

　　　　2）　This　immunity　neither　is　able亡。　suppress　the　in．vaslon　of　challenge　bacilli　into　the　body，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●
11・ol’has　a　bacterk：idal　ef蛋ect　oll　invading　bac且1｛in　the　body・
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＋　indieates　reeevery　of　challenge　organisms　by　direet　eultivation　；

㊦indicates　recovery　of　challenge　organisms　af七er　enrlCbment　in　bile　medium；

Numerals　on　right　of　＋　indieates　unmber　of　eolonies；

一　indicates　negative　cultivation　；

LO　indicates　absence．　of　ehallenge　organisms　after　enriehment　in　bile　medium　；

X　indicates　reeovery　of　immuni’zing　baeillL

　　　　In　other　words，　regardleEs　of　the　mice　stocl（，　when　rough　living　organisms　are　used　to　immunize

mice　against　typhoid　infection　it　serves　as　a，　n　effective　protective　measure．　Basicly　the　results　are

identical　with　that　of　Experiment　A．　Another　important　fact　is　that　the　immunizatio童1s輌tll　livil】g

rough　varia，　nts　isolated　from　heterologous　S．　enteritldig．，　S．　dublin，　S．　newingtou　etc・，　also　provide

protectior）　to　mice　against　infections　of　S．　blegdam．　’
　　C．　Reexamination　of　e．xperiniettt　B　aittl　tlJe　’waccine　consistin．a　of　kiiied　organisms・　’

　　　　As　the　mice　stock　used　ln　Experiment　B　differed　from　that　of　Experiment　A，　we　conducted

a　reinvestigation　by　using　the　same　stock　of　mice　as　in　A　to　reconfirm　2i　part　of　Experiment　B　and

a，t　the　same　time　to　confirm　the　effect　of　killed　rou．crh　orgi，　nisms，　mixed　vaccine　of　ki11ed　smooth

and　k－illed　rough　organisms　and　antiserum　of　rabbit　immunized　with　living　rdugh　organisnis．　Of

the　living　rough　strains，　84Ro．　and．761？g　strains　wei’e　reexamined，　ag，　in　these　two　groups　in　experiment

B，　the　number　of　gurvivors　“rus　reiat’ivelv　c，mall．

　　　　Jni？〃wl　iza　）’　io，1＝　ユ0『3　mg．　of　84R20r　T6R2　strain，　in　1三ving　state，　was　inoculated　｛ntraperitoneally

“v｛ce　at　intervals　of　9　dayg．・　Both　strains　“’ere　．rr，ro“Tn　on　ac　srar　at　t）7［’C．　for　18　hours．　FQnnal｛zed

．
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vaccine　of　BliR4　strac　in　was　injected　four　times　at　intervals　of　7　days　intraperitoneally・　with　doses　of

O．1，　O．3，　O．8　and　1．2mg．　Mixed　vaccine　was　injected　in　the　same　way　with　doses　of　O．lmg．　of

formalized　BIiR4　vaccine　and　O．05　mg．　of　formalized　B13S　vit　ccine，　O．2　ft．　nd　O．1，　O．4　and　O．3），　O．8　and

O．4．　ln　one　group　of　mice，　O．5ml　of　rabblt　antiserum　asrainst　living　B1iR3　strain　wat　s　’inj．ected

intraperitQneally．　O　asrglutinine　titer　of　this　antiserum　is　1：1280　．and　gb　agglutinine　titer　is　1：2560．

Thus　it　includes，　as　reported　by　Obara　and　othersS），　both　O　antibodi．es　and　O　antibodies．

　　　　In　all　groups，　mice　were　challenged　per　os　with　2　mg．　of’　B13S　strain　grow’n　on　i‘gar　at　37DC．

for　18　hours．　ln　the　groups　of　active　immunization　the　challenge　was　made　two　weeks　after　the

final　immunization，　and　in　the　passive　itnmunization　on　the　same　day　as　the　injection　of　serum．

　　　　The　results　are　shown　in　table　6－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Table　6
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Iiving　84R2

1iving　76R2
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　　　　十
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none　（eont／　ol）
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Notes　are　same　as　in　table　1．

　　　　　　　　　Table　7　Comparison　qf　mean　su7’vival　time　of　dea．d　onice

Immunized　with

sample　mean　（s’）

：anrbiiaanSceed　eStimator　of　population　（tp＞

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　11

confidenee　interval　of　population　mean

（eonfidenee　eoeMcient　of　95　per　eent．）

ibid．

（confidence　coefHcient　of　99　per　cen七．）

living　76R2
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killed　BlエR．4

killed　B13S
　　　　十

killed　BliRd

　　　　10．8　days

　　　　　1．73

　　　　　1．310r6

　10．8±O．941　days

（g．80rgs；mE｛；11．741）

　10‘8±1．355　days

〈9．445　s：mSJ2．1　50r　）

　　　　　9’days

　　　　　S．66

　　　　　2．942S

　　9±　L’．105　days

（6．895s：mf｛　11．IQor）

Immunized　with Immune　serum
aga．ins七B11R3

　　sample　mean　（x’）

eanrbiia”nSee．d　eStiMator　of　population　（i，，）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　／i

　　　confidence　in七erval　of　population　mean

　　　（confidence　coefficient　of　95　per　cent．）

　　　ibid．

　　　（confidenee　eoerneiente　o’E　99　per　c　ent．）　1

’　L．　，　．．　一．．n．rm．k．　．．．m．7－ny－um　J

　　　　　9，9days

　　　　　4，1

　　　　　．．）．024S

　9．9±1．447　days

（S．453・　＄mS：11．347）

　　　L

none　（eontrol）

　　　　　7．8　days

　　　　　2．8

　　　　　1　，673il

　7．8　．t　O．7S3　days

（7．el．7：flmSI8．5S3＞

　7．8　：ft　1．070　days

　（6．7　P，　：’＝｛一m　E｛一／8，87）

NoLes　are　same　as　in　tab］e　2．
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　　　　Compi，　ring　the　lethaljty　there　is　a　significftnt　d｛fference　only　between　the　84R2．　group　and　the

control　group，　i．e・　P　liO．09－lt．）cgl　（direct　calculation　of　probabil｛ties）・　But　the　difference　should　not　be

accepted　as　sis．nificant　at　the　1．evcL　of　si・ts，nif｛cant　of　t．）0，　b’　betwcen　761〈2　group，　killed　BliR4　group，

mixed　vaccine　gro”p　or　antiserum　group　and　the　control　group．

　　　　Then，　compt　ring　the　mean　survival　days　of　the　populations，　which　are　shown　in　table　7，　the

d｛fference　should　be　regarded　as　s．igntflc［nt　at　the　level　of　s｛gn｛ficance　ef　1％　between　the　kil！ed

BliR4　group　and　the　control　groUp，　though　no　significac　nt　difference　should　be　t　ccepted　at　the　level　of

5．Ob／　between　any　other　treated　group　a‘nd　the　control　group，　a，　nd　no　significant　difference　should　be

accepted　at　the　level　of　significance　o｛　Jr％　between　any　two　treated　gv　roups．

　　　　The　rnea，　n　surviva，1da‘ys　of　the　population　of　the　control　group　is　7．8’tl．070　（from　6．730　to

8．870）　days　at　the　level　of　significance　of　1．Oe／，　while　that　of　killed　BliR4　vmccine　group　is　IO．8±1．355

（from　9．445　to　12．155）　days・　Therefore　the　di｛｛erence　between　these　two　groups　should　be　regarded

a，　s　significant　at　this　level．　However，　ac　s　the　BliRd　strain　ha＄　traces　of　O　antigens　of　s．mooth　organisms，

it　can　not　be　deter血ined　whether　the　prolongation　of　the　survlval　tlme　of　mice　is　due　to　smooth

O　antigens　or　to　ip　antigens・

　　　　In　short，　it　may　be　said　that　the　results　are　ahr）ost　the　sac　me　as　those　in　experiment　B　regardless

of　the　difference　in　the　stock　of　the　mice．

　　　　The　challenge　organi＄ms　were　recovered　from　livers，　spleenf，　mesenterial　lymphi，　tic　glands　or

kindneyg．　of　the　survivors　which　xvere　killed　thirty　dayg．　after　the　cha，　11eng．e．

　　　　In　carr－v｛ng．　oLit　our

S．　blegdam，　we　conducted

IV．

ロ　　　　　　　　　　　　　　の　　　　　　　　　ロ

ln▽estlgatlons

Our　prlmary

Summary　and　Discussion．

of　the　mechft，　nisms　of　immunity　in　typhoid　disease　uf．｛ng

experiments　to　confirm　tha，　t　vaccinac　tion　wlth　living　rough

orga，　nifms　gave　mice　protective　posvers　against　typhoid　infect｛on　as　reported　by　Kobayashi　a，　nd　others’i）．

We　cultivated　BIiS　and　Bl：sS　strains　（both　S・　ble．adam）　in　broth　containing　homolo．rrous　antiserum　to

obtain　rough　varli，　nts．　But　we　were　unable　to　isolate　a　completely　rouq．　h　variant　devoid　of　smooth

somatic　a，　ntigens．　Therefore　we　were　compelled　to　use　BliR：i　strain，　which　had　almost　completel｝r

chan．cred　to　R　type　to　immun｛ze　mice　in　an　effort　to　prove　effectiveness　lagi，　inst　infection．　’1“he

results　are　as　shown　in　er　periment　A・　Thus　mice　of　living　BliR3　group　were　highly　resistant　to

the　infection，　while　a11　mice　ef　killed　B13S　and　living　S・　typhi　Re　gruop，　used　as　control　groups，

were　dei，　d．　But　this　BltR3　strain　is　not　completel｝r　rough．　Therefore，　as　reported　by　Obara　and

others“’），　we　must　not　i．q．　nore　the　influence　of　the　remaining　smooth　ac　ntigens．　Thus　we　employed

cempeltely　rou．ah　variarits　of　other　Salmonella　bacilli　in　our　experiments，　cofident　that　to　a　certain

ex’tent，　cross　imrnunity　could　be　expected，　ag．　a　result　of　our　perug．al　of　litera，　tureg．．A）’ii）　］lor　th｛g．

purpose，　we　used　64Ri，　65Ri，　84Rfl，　76R2　a，　nd　S・　typhi　R．o．’　strain・

　　　　While　vaccination　with　living　64Rb　65Ri　or　84R2　strain　broug．ht　a　protective　effect　on　mice

subjected　to　ori，1　infection　of　S．　blegdam，　a　significant　difference　was　not　found　between　the　76Rg　or

S．　typhi　Re　group　and　the　non一一treated　control　group・　ln　the　latter　two　groups　even　i‘　prolonga‘　tion

of　survival　time　could　not　be　noticed　in　our　experiments．

　　　　In’any　event，　however，　it　was　found　thit　t　typboid　infection　could　be　protected　by　vaccination　with

livin．cr　bacilli　of　completely　rou．crh　type　and　moreover　with　living　rough　organisms　of　heterologous

8
）

9
）

10）

11）

Obara，　T・，　Tamura，　S・＆Matsumiya，旺：Hokka．ido－Joshi－1gaku－Senmongakko－kiyo，2，71（1950）．

Sato，　R．　：　Musokan－kenteicho，　（1947）．

Sato，　K．　：　Heikinehi－to－Hyakubunritsu，　（194S）．

Tenbroeck，　C．：　J．　Exp．　Med．，　2S，　759　（1918）：　lbid．，　32，　19　（19．　20）．

Ando，　K．：　Saikingaku－Zasshi，　12S　〈1934＞・

Shudo，　S．：　lbid．，　303　（1934）；　lbid．，　495　（193S）．

Ando，　K．，　Ochi，　Y．　＆　E　hudo，　S．　：　lbid．，　757　（19P，4）．
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Salmonellas．　This　fact　supports，　thoughly，　the　theory　of　Kobayashi　and　others・　And　it　indicates，　in

other　words，　that　in　the　immun’ity　of　mice　to　t｝Jphoid　infection　of　S・　blegdam，　so－called　smooth

so窒垂≠狽奄メ@antigens　do　not　play　an　important　role，　though　these　antigens　indicated．in　Kauffrnann－White’s　・

t．able　i‘re　important　in　diagnostic　typing　of　Salmone11a．

　　　　Survi’vors　of　living　64RJ，　65Ri，　84Re　or　BliR4　．crroup　were　killed　thirty　days　after　the　challen．cre

to　be　cultured．　ln　most　cases｝　the　bacilli　were　recovered　from　livers，　spleens，　mesenterial　lymphatic

glands　or　kidneys．　This　fact　suggests，　that　“this　immunity　has　neither　the　suppressive　effect　on

inva‘sion　of　the　infecting　bacilli　into　the　body　nor　the　bactericidic　l　effect　on　t，he　invading　bac｛11i”，

but　tha，　t　“the　multiplication　of　the　invadin．cr　bacilli　is　inhibited”．　This　interpretation　supports　the

opinion　of　Kobayashi　and　others・　On　the　other　hand，　however，　this　observation　seems　to　be

somewhn，　t　different　from　that　obtained　from　guinea　pigs・　ln　guinea　pigs　immunized　with　living

rough　org．anisms，　the　challenge　organisms　were　seldom　recovered　from　various　organs　fifteen　days

after　the　oral　challeh．cre　while　they　were　recovered　in　the　non－treated　control　．crroup　and　in　the　grotrp

immun｛zed　with　killed　g．mooth　organismg．i2）・　And　in　these　ca，　ses　it　is　confirmed　that　the　invasion

of　the　challenge　bacilli　into　the　bod．v・　is　not　suppref　g．ed　and　the　invading　bacilli　are　killed　rela，t｛vel．v

rapidly．　And　therefore　it　is　obvious　thac　t　the　mechan｛g．m　of　immunity　in　guinea　pigs　is　d｛fferent

from　that　in　mice．

　　　　Even　among　the　same　rough　variac　nts　of　Salmonella　there　are　g．　trains　such　as　76R！　a，　nd　S．　ty・ph｛

R2　which　even　in　their．original　g．　meoth　ty・pe　fail　to　establish　t．vphoid　in　mice．　The　same　bacilli　’i’

roilgh　type　also　’fail　to　produce　i，　sufficient　ftmount　of　reslstance　in　mice　that　could　be　consldered

signlflcallt　when　compared　wi亡h　the　con亡rol　group．　However，　evell　in　the　case　of　SalmoneUa　tha，亡

does　not　cause　typhoid，　it　would　be　st｛1｛　lmposslble　to　g．　tate　that　the　said　Salfrionella　doeg．　not

produce　immunity　against　tyPhoid　until　further　exper｛men亡s　have　bee　l　collduc亡ed・

　　　　Comparing　the　lethalit｝r　of　64Ri，　65Ri，　84R2　i，　nd　BliR．s　groups，　the　differences　between　each

other　could　not　be　considered　significaht，　as　indici，　ted　in　tabl’e　4．

　　　　Though　’tbe　group　vacc｛nated　with　killed　smooth　organisms　（Experiment　A）　or　the　killed　rou．trh

organig．　ms　（Experiment　C）　g．　hoxved　a，　longer　g．　urv｛vat　t｛me　than　the　control　g．．roup，　none　of　theE　e

groups　or　mixed　vaccine　group　showed　．a　reduce　in　lethac　lity．　”1－o　deny　the　effect　of　killed　vacc｛ne，

it　is　absolutety　necessary　thi，　t　the　condit｛ons　under　which　the　vaccine　wat　s　prepared　a‘nd　the　methodf

of　lmmunization　were　of　the　best・．　Thoug．　h　it　would　be　difficult　to　inslst　that　the　va‘ccine　used　b｝．r

us　and　its　administration　were　impecable，　the　intensity　of　our　immunization　was　sufficieht　to　cause

the　deic　th　of　severa．1　or　more　mice　during　the　immunization　process．　lt　may　be　said　that　the

above－described　experiments　ind｛cate　that　the　antibodies　against　the　surfi‘ce　antigens　of　smooth　or

rough　organisms　have　no　essential　significance　i’n　the　immunity　of　the　typhoid　diseases．　These

results　are　quite　similar　to　the　previous　reports　of　Kobayashi　and　his　coltaborators，・　whose　theory　ig．

supported　by　our　experiments．

　　　　However，　as　another　point，　we　cannot　ignore　the　reports　of　Hi，　za（to，a‘nd　others4）　ft．　nd　thi，　t　of

Hosoya5’）．　Hazato　i，　nd　others　said　that　the　intrft‘venous　injection　of　killed　vaccine　protected　mice

from　the　infect｛on　of　Girtner’s　bacillus　to　a　degree　not　lower　than　that　of　immun｛zation　with

living　rough　orgtftnig．ms．　And　they　have　clft，　imed　tha‘t　its　mechanism　！ies　in　the　production　of

typhoid　granuloma．　Ominaga6）　has　ma，　de　ac　report　oppos｛ng　and　denying　the　above　opinion　a‘nd

explanation．　The　t　uthor　and　his　associa，　tes　have　also　been　’uni‘ble　to　obtain　satisfactory　results　by

intravenous　in：／ect｛ons・　（Experiment　B）．　Hosoyi，　reports　that　by　using　his　so－called　’T．T．T．　vaccine

or　TA．T．　vac　ccine，　he　was　i．　ble　to　lmmunize　gu’inea　pi．g．　s　again＄t　the　infection　of　S．　abortus　equi

and　mice　against　Girtner’s　bft，　cillus．　lt　also　should　be　noticed　that　he　reports　that　the　invasion

of　cha，11enge　bacillt　into　the　animft‘1　body　cac　n　be　suppressed．　lf　this　were　the　case，　the　two　different

mechan’isms　of　immunity，　thc　suppression　of　invasiQn　of　the　infecting　bacilli　into　the　animal　body

12）　not，　yet　publk　hed．



　
」

口
5

　
一0

甜
　
，

」0
0

Immunization　of　Mice　againts　lnfeetion　with　［　altnonella　blegdam 23

a，　nd　the　suppres＄｛on　of　muttiplication　of　the　itivad｛nsr　bacilli　in　the　body，　should　be　observed

fimultaneously　when　immun｛zed　with　Iiving　smooth　organisms・　But　such　a　phenomenon　has　not

yet　been　described・　Before　the　opini’盾氏@of　Hoso）ra　and　other＄　can　be　accepted，　experiments　based

upon　the　above－mentioned　point　of　view　must　be　conducted．　Concerning　the　above　the　ic　uthor　a，　nd

his　ag．　sociates　are　at　present　conducting　experiments　to　be　reported　at　a　later　date．

　　　　Vaccinat｛on　with　killed　rough　organisms　induced　a　prolongation　of　survival　time　of　mice．　As

previously　noted，　however，　it　is　not　obvious　whether　this　effect　is　due　to　the　¢　antibodies　or　to　the

O　antibodies，　for　the　latter　may　have　been　produced　in　response　to　the　stimulus　of　the　remainin．q．

smooth　O　antigens　of　rough　organ｛sms．　’
　　　　In　an）r　event，　as　the　effect　of　the　k｛11ed　rough　organisms　or　living　76R．ll　or　S．　typhi　R：　＄train

in　the　protection　test　is　not　recognized，　the　antibodies　against　the　surface　antlgens　of　rough　bacilli

could　be　considered　as　unimportant　in　regard　to　protect｛on．　We　suspect　that　the　protective　effect

may　be　due　to　the　livin．cr　state　of　the　bacilli．　Therefore，　we　a，　ttempted　to　immunize　mice　passivel｝・r

with　the　antiserurn　i．　gaing．t　living　rough　organisms．　But　this　pac　ssive　immunization　did　not　induce

ft，　n．v　protective　effect　However，　there　is　a　pos＄ibility　that　this　failure　may　be　due　to　the　rabbit

antig．　erum．　Furthermore，　in　view　of　the　recent　reports　on　immunization　of　・anthrax，・t　prernature　’

conclusion　would　be　di，　ngerous・

　　　　In　short，　in　the　，prevention　of　typhoid　agLa｛nst　mice　it　is　possible　to　produce　i，　protective　power

by　utilizing　rough　organisms　which　have　lost　specific　f　urface　O　a，　ntigens　of　smooth　organisms，

provided　that　they　are　in　a　living　state．　A’loreover　protective　power　ma．v　be　induced　by　utilization

of　a　rough　variant　of　heterologous　Salmonella，　also　in　a　living　g．　tate．　lt　is　notable　that　though　the

g．aid　immunity　may　neither　have　a　suppressive　effect　on　invasion　of　challenge　bacltl｛　nor　hi，　ve，

a　bacteric｛da，1　effect，　it　hi，　s　a　supressive　effect　on　its　multipl｛cation‘　Our　a，　bovq．　find｛n．crs　coinc｛de　i，　nd

completel．v　support　the　opinions　of　Kobayashi　and　others”）．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・　（Receivead　Feb．　20　1951）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Conelusion．

　　　　1．　The　mice　infected　“rith　S　blegdi，　m　per　os　succumb，　5　to　12　days　after　ingestion，　due　to

secondary　septicaemia　followiag　typhoid　infectlon・

　　　　2．　lnfection　of　mice　wa‘s　prevented　by　immun｛zation　with　living，　almost　completely　rough

variant　of　S．　blegda‘m，　or　living　completely　rough　variftc　nt　of　S．　enterit｛dis，　S．　dublin，　or　S・　newington，

but　not　with　that　of　S．　london　1446　or　S．　typhi　Rg．

　　　　3．　rl”he　mice　vaccinated　with　ki！Led　smoeth　or　rough　organisrns　of　S．　blegd［m　survived　loncr．er

tha，　n　those　Qf　the　control　．crroup・　But　the　detailed　mechanism　of　the　latter　is　not　clear．

　　　　4．　ln　immunization　with　varioug．　living　rough　organismg．，　neither　was　the　｛nvas｛on　of　infectlng

bacilli　into　mice　inhibited，　nor　were　the　invadin・g　bi，　c｛Lli　killed　rt　pi｛Ily．　But　｛t　may　be　accepted　thi，　t

in　the　a”｛mal　body　the　muttipt｛cat｛en　o£　bac｛Ui　ivag．　f　uppreg．g．　ed・　．


