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日 本 脳 炎 の 診 断 学 的 研 究(第1報)

硫酸銅反応法に依る診断に就いて

赤 司 景

 Diagnostic studies of Japanese Encephalitis ( 1 ) 

Colour changes of the copper-sulphate reaction method 

in the$ertum of horses and man 

             Akira Akashi

1.緒 言

馬の流行性脳炎は1947年 夏と1948年 夏に猛威を逞 うしたが,殊 に1948年 夏には人に

於ても従来の記録を破る大発生とな 勢,入 畜に大恐慌 を与へた ととぱ人の耳目に薪たなと

とろである.

之等の大流行を契機 として,過 去4ケ 年間医学獣医学両方面か ら本病の研究が盛んに行

われた。著者 も亦研究の重要性を認め1944年 の夏以来その阜期診断法の考案に努力を重

ねて来た.

人畜いつれに就いて もその早期診断は大切であり,そ の病気の真疑の判定に徒 らに時日

を費して居ては予防治療の時期を失することになる.

本病の診断に関しては看井,1)木全2)は血液検査により,米 村は血液分析に基 き,3ζ川島

は免疫学的に,特 に補体結合反応によ り抗体出現の時期に診断し得るととを提唱 した.併

し,之 等の診断法は時間 的経過を必要とし,特 に補俸結合反応は抗体の出現が陰性期3-

7日 間後にある為に即時に診断することの出来ない憾みがある.

著者は血液を利用して迅速簡易に診断する方法の案出に努力した.

硫酸銅反応法は硫酸銅 と苛性加里 とを試薬とするものであり,蛋白 質及びポ リペプチツ

ド検出 法たるビウレツト反応と還元性糖類検出たる トロンメル反応とを併用 したと見るべ

きで,こ の トロンメル反応は蛋白質の存在に依つて妨げられる.蛋白質

と還元糖との種々の割合に応 じて複雑な反応を生じ,夫 々異つた銅の錯塩を生 じ

著 しい色の変化を生する.そ の色調の変化は太陽スペク トルの色調配置 と同じように規則

正 しく配列される.

流行陸脳炎馬の血清に就いて は,米村3)は 罹病後期には総蛋白質,グ ロブ リン,ア ルブ

ミンの増加があると報告 して居 り,叉 血糖は罹病後期には減少し,或 一定量で減少は止つ

ていると述べてい る.故 に蛋白の量的変化,糖 の量的変化に依る本硫酸銅反応法の利用可

能が想像される.依 つて著者は流行性脳炎早期診断に硫酸錫反応法の応用を企図 し,所 期

の結果を得疫のでとこに簡単に報告することにした.
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2.人 の全血清の呈色反応

日本脳炎の患者血清は山口県下に薬生したものか ら得たのであるが,之 等の患者血清は

補体結合反応に依つて日本脳炎の真性疑似の判定が行われている.従 つて,下 表の(一)

とあるのは日本脳炎患者ではなく,他 の熱性患者 と認められた ものであ り,(士)は 疑似

と判定されたものである.(十)は もとより真症のものである.

第1表.人 の 全 血 清 の 呈 色 反 応.
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この第1表 の結果をわか り易 くするために グラフ的に表示すると,第1図 に掲げたよ

う匠なる.併 し各例ともその結果は全 く同一とは認め難いので平均的に大体の傾向を示す

ことにした.

第1表 蛇びに第1図 か ら見ると,健 康なものと補体結合反応(一)(土)の ものとは多

少の差異はあるが,大 体その傾向は似ている.そ れと(十)の ものとは著 しく傾向を異に

してv・て1:40乃 至1:80以 上の稀釈度では(昔)の ものはすべて空色を呈する,
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第1図.全 血 清 に於 け る呈 色 反磨.

1→補体結合反慮 ± 叉は 一II→ ・健康III→ 補体結合反鷹++

3.馬 の全血 清 の呈色反 応

家畜衛生研究所か ら分譲 された馬血清66例 に就いて,之 を倍数稀釈してその呈色反応

を検 したが人の血清の場合のまうな明確な差異を認めることが出来なかつた.又 試薬を加

えた場合の振盈攪拌 の程度や温度などに依る成績が変動し判定にも誤 りを生する場合が起

るので,本 実験では稀釈度を1:5,1:10,1;20,1:40の 程度に止め,且 色調の安定 と時

聞の短縮の為加温することにした.可 検血清を生理的食塩水で稀釈 し,之 に等量の一規定

苛性 ソー・…ダを加え,重 盤煎で1分 間加温 し,直 ちにO.5%硫 酸銅液を加え,更 に重箆煎で

3～5分 加温 した.

第2表.馬 全 血 清 の 呈 色 反 応.

稀 釈 産

1=5

1:10

1:20

1:40

呈 色 反 応

健康馬血清

蒲 色

桜 色

桜 色

柿 色

病 馬 血 清

紫 色

藤 色

藤 色

肉 色

備 考

判定の能であるが少しく濃厚すぎる傾あり

色調が明澄で判別し易い

同 上

判定可能であるが少しく薄過ぎる傾あり
「

註.病 馬血清は接種後3日5日8日 のものを使い且その色調が最 も明澄で判別に都合のよ

いことが分つた.夫 以下の稀釈度では色調が余りに濃過ぎて判定に不便なことも分つ

たようであ'る.

それで1:10,1:20の 稀釈度に於て桜色か ら藤色までの色調の呈色程度を実験したが,

第3表 の様な結果を得た.数 字の多い程夫k明 確な桜色(+)及 び藤色(一)を 示す.
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第3表 ・ 馬 一血清 の1:10,1:20の 稀 釈 度 に於 け る呈 色 反 応.

第3表 か ら見ると,接 種後 日浅 く3日 の ものでは,試 料N()■11,No.17に 於ては,健

病の診断が困難であ り,No.19,No.20で は,接 種後6日 を経ても色調が稍々 桜色に傾

いている.乏 は何等かの原因 費血清成分の異常があるものと考えられるが,大 体の傾向は

各試料を通 じて健病両血清の間に色調の差異がある.

病馬血清の呈色反応が桜色に傾いて健康馬血清との判別が困難になることは,診 断に慣

れぬ一般人の利用には面白 くないので,蛋白質 の少量添加によつて,色 調の移動を行うと

判別が容易になることを利用 し,種 々基礎実験を行つた.そ の結果10%の ペプ5ン 水を

0.095～0.1cc添 加するのが都合の良い ととが判つた.即 ち血清0.05ccに10%ペ プ トン

水0.095～0.1cc(0.1ccが 比較的良好)を 加え,蒸 溜水0.5ccを 注加 し,1規 定苛性 ソ

ーダを0.8cc加 えて重湯煎で1分 間加温し,直 ちに0.5%硫 酸銅液1ccを 加えて,更 に

3～5分 間重湯煎で加温すれば,そ の色調は安定的であり,且 つ明確に健病両者を判別 し

得 る(尚 腐敗或は溶血を起 した結果が良 くない.脳 脊髄液は血清よりは反応が一層明瞭で

ある).

4,馬 血清 の蛋白分屑 の呈 色反 応

米村の血液分析結果によると,脳 炎馬血清では前,中 期にはアルブミン,総 蛋白の血糖

は何れ も減少するが,グ ロブ リンは増加すると云 う事である.而 してグ ロブ リン分屑を用

いると最 も硫酸銅反応が明瞭に出ることが想像される.家 畜衛生研究所の好意により分与

を受けた脳炎馬血清約30例 に於 ける概要は次の通 りである.

それで,グ ロブ リン血清分屑又は血清0.05ccを10倍 に稀釈し,1規 定苛性ソーダ液

を等量加え,重 湯煎で7分間 加温 し,0・5%硫 酸銅液を倍量加えて,更 に重湯煎で1分 間

加温 した.全 血清は非動性にしたものも,せ ぬものもいつれ も10%ペ プ トン水0.1ccを

加えた.そ の結果は次の通 りである.
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第4表.全 血清及び血清分屑の呈色反応.

血 清 別

グ ロ ブ リ ン 分 屑

ア ル プ ミ ソ 分 屑

全 血 清(非 動性に した もの)

全 血清(非 動性にしないもの)

呈 色 反 応

踊 前(健康)隊 巖2司 灘 後5日1樋 後1・日

薄 茶 褐

青 白 濁

薄 茶 褐

薄 茶

紫

黄

赤 紫

赤 褐

薄 紫

黄 褐

紫

紫

薄 紫

黄 茶 褐

紫

紫

第4表 か ら見ると,グ ロブ リン分屑 と非動性にした血清に於て最 もよく,健 病両者を判

別 し得ることが分る、アルブ ミン分屑で は判別は梢 丸困難である.

5.総 括 及 び 摘 要

日本脳炎の血清に於ける硫酸銅反応法の応用は,全 血清,グ ロブ リン血清,ア ルブミン

血清にては,全 血清,グ ロブリン血清共に明瞭に健病の差を表わしアルブ ミン血清は明瞭

でない.そ の診断法は

全血清→非動性にした血清0.05ccを とり,10%ペ ブ.トン水 を0.1cc添 加 し蒸溜水

で10倍 にし,1N苛 性ソーダを0.8cc添 加後軍湯煎にて1分 煮沸し,後 ユccの0.5%

硫酸銅液を注加 し再び重湯煎3～5分 にて判定 〔日本脳炎は(紫 色一菟色)健 康及び疑似

は茶褐色〕.幽

グ ロブリン血清→グ ロブ リン血清0.05ccを 蒸溜水で10倍 にして,1N苛 性ソーダ を

0,8cc添 加後重湯煎にて1分 煮沸 し後1ccの0.5%硫 酸銅液を注加 し再び重湯煎1～

3分 にて判定 〔日本脳炎は紫色一茎色,健 康及び疑似は茶褐色〕.

樹脳脊髄液を用 うれば一層明瞭になると思われるが之につい ては今後の研究にまつ.
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 Resume 

   In this study the author found that the copper-sulphate reaction serves 
to the diagnosis of Japanese Encephalitis. But a little difficulty is often 

observed because of the existence of albumin in serum. For the diagnosis 

of Encephalitis, globuline serum is better. The whole serum, in which 0.1 cc 

of 10 / pepton fluid is added, must be inactivated. The method is as follows : 

Dilute the material (0.05 cc) 1 :10 with distilled water, and heat it in the 

water-bath for 1 minute after adding 0.5 cc of 1 N caustic sodium, and then add 

to it 1 cc of 0.5 o copper-sulphate solution in distilled water. In the case of 

the globuline serum, it must be heated again in the water-bath for 1 minute, 

while in the whole serum 3 minutes. Then the healthy serum shows orange-

red or yellow-brown in colour, but the diseased serum changes violet.


