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原 著

BCGに 対 す る超 音 波 の 作 用 に 関 す る 研 究(a)

第 コ…報 試 験 管 内 実 験

北海道大学結核研究所細菌部

高 橋 義 夫

(昭和26年7月19日 受付)

1緒 醤

結核菌に対する超音波の影響に関する研究には,ま ず

最初に松碕 。林 ・加藤 。横羅の業績がある(D◎ 氏等は結
1核菌上池株より生理的食塩水菌液を

つ くり・1ecに 痴

mgを 含有せしめ,これに超書波(0・2A,450kの を各 々3

分,5分,10分,20分 作用せしめ,そ れを海瞑の腹腔

内に0・5cc宛 注射,1ケ 月後 マント"・・…反応によりfツ 。

ア」の状況を検 し,結 核菌は以上の作用時職では著変を

蒙らないとの結論に達 している。1≧CGに関するこの方面

の研究には辻岡(2),柳 沢及び大林(3),畑 ④等の報告が

ある。辻岡は ユcc2mg含 有の生理的食塩水i!('G浮 游

液に超吾波をそれぞれ30分,60分,90分 作 用せ しめ

(久1呆田襲,560kc,18伽A,3kv),そ の0.5eeを 海狸に

接種して免疫実験をなし,BCGの 「ツ。ア」及び免疫賦

与力は超晋波の作用時問延長とともに漸減 し,超 音波作

用BCG免 疫元は接種局所に皮慮変化を起さないと結論

している◎柳沢 ・大林は超暑波(久 保田製)の 出力及び作

用時間を加減すれば10～15分 の短時開で平等菌液が製

造でき,培養試験によるとこめ程度の超晋波作用はBCG

の発育力に見るべき影響を与えず,ま た超喬波ワクチン

は手摺ワクチンに比べて,人 体に接種 した場合,膿 潰瘍

の形式が遙かに紗いと報告している。畑は梛沢,大 林 と

ほぼ同様の成績を得,な 裏超習波によつてBCGは 破壊

死滅するが,5～15分 の作用では生菌数に変 りが な い

ことを培養試験によつて知 り得たと報告している◇

以上の諸研究者の業績を総合すると夢短時間の超暑波

作用は結核菌の「ツ。ア」賦与力及びBCGの 免疫力及び

発育力に見るべき影響を与えず,叉 おCGに 超音波を作

用せしむれば膿潰瘍の形成を減弱す る とい う結論にな

る◎我々もまた先人の後を追つでBCGに 対ずる超香波

の脚 を検べた・今まで得た纈 に`読 ノ@そ 翼といさ

さか異つた点がある◎

II実 験材料及び方針

超昔波発生装置は久保田襲で,水 晶板は嘆さ0.5伽,

直fscm,毎 秒560k%作 用条件1よ陽極電流180～200

rnA前 後,陽 極電圧2.8～3.Okv前 後 とした。本装置に

は直接出力を調節する装置がなく,出 力調節器を一定に

しておいても 日によりまた時聞によつて電洗電圧がか

なり変動するのが認められたが,こ の点は致 し方なかつ

たc水 晶板 より油面までの距離は5蜘 としたo使 用し

たBCG菌 株 は大阪株とパスツール株であるeそ の的来

は前報に発表 した癖 ・

以上のB(i(}株 のSaxtexx培 地培養3週 聞前後のも

のから,瑠 磯乳鉢手疹法によつて菌液をつ くりこ九に超

晋波を作用せしめた礁方法は次の遍りである離

まず減菌濾紙開に菌苔の適当量を取 り,手 で圧迫して

水分を吸取 り,そ の30～60x}9を 秤蟄 して直径20cm

の大雛 乳鉢に移しシ生理的食塩水で所定の通 り磨砕し

1c◎1恥どあるいは1ce3m9の 菌液を製造したげ次いで

これ等の菌液の15～30ccを 久保田製の超習波用試験管

に取 り(試 験底の厚 さO・5mmと い う),試 験底が油面

にすれすれになるように装置に取つけ,記 述の条件の下

に超宵波を作用せ しめた⑪しか して一定時周毎にその内

容から1～5eeを 取出し,染 色鎮検,菌 勢謝算及び培

養試験を試みた昏

III実 験 成 績

顕微鎖的所見:1eclm9含 有の11CG菌 液 に超習波を

各々5,1Q,15,20,25,30,40,50及 び60分 作用せ

しめたものから標本をつ くり抗酸性染色を施 して鑑検 し

たところ,笑 験の都度程度の差はあつたが,菌 体が破壊

せられて顯粒状を呈するもの,ま たは膨脹して楕円形を

呈するもの等がみられた鶏超書波の作用時聞が長くなれ

ば正常の形態を有する菌体及び瓢粒状の葭体の数は減少

する傾向を示し,30分 作用せ しめたものでは,メ チレン

青で淡染する無定形の物質が認められる○この物質は趨

督波の作用時間とともに増加し郵逆に菌体は増 々減少し

てくるe60分 作用の屯のでは1乃 至数視野に1～2箇

の膨脹 した菌体を認めるにすぎなかつた心

菌数及び菌塊計算成績:鍍 検によつて得られた成績

を具体的に適確に知る目的で,以 下に記載する方法で,

超喬波の作用時間の異る菌液相互開の菌数を比較 した◎

まず1eclmgの 菌液で趨香波の作用時聞がそれぞれ

O,5,10,15,20,25,30の ものから一Mh定の白金耳

(特に菌数計算のために作つたもの)で1滴 宛をよく溝浄

～1～
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した載物硝子に取 り静かに自然乾燥した後で抗酸性染色

を施 し,ギ ツタ・・を使用して各滴中の任意の10視 野の

一fl9面積 中の(ギ ツターの桝 目3x3=9箇)の 正常形

態を有する菌体の数を計算 し,こ れを全部合計したもの

を該当菌液中の菌数の比較数 としたのである◎第1表 が

その成績であるが,表 中 「実魏 とあ顧 まこのようにし

て計算した菌勢である○

第1表 菌数計算成績

菌礁 隅 ・分15分!・ ・分1・5分12・分25爾3・分

バ

ス
1
騰 圃489{36912帥 可19・

%li・ ・85剛41261i6

87

15

5滴50視 野中の総計比較数である。

この実験によると7分 の短時問作用で菌塊数は減少し

また菌塊の大きさは小さくなつている。すなわち菌塊力

破壊されることが認められる◎と同時に菌数 も全体とし

て減少している◎また本笑験とは直接の関係はないが,

菌塊数対菌数比は各菌液において,製 造直後よりも日露

を経過した方が蓬かに小さくなつていることが分るもζ

れは製造後日数を経過すれは菌塊は自然の振澱にょって

かなり自壌することを意昧するものであろうo

匿Lよ
1

狂ノレ
、

大1

実数1554148・3682・gl・5・lg・

%圃 可66圃271害6"

/

1実坤7g圃376}263t・ ・46gl5・

%岡6714313・ii31sl6

%{7614312812・i
-一112L5

この表9こ明らかなように,既 述の条件下でBCGに 超

音波を作用させると,作 用時開25分 あたりまでは,8
む り の り の む む の ゆ ゆ む な む くラ め む の む くき む くう ゆ む ゆ な

分毎に10～ ユ5%内 外の菌体が破壊されて減少して行 く

ことが認められるゆ

次に,短 時間の超書波作用が菌体及び菌塊(顕 微鏡的)

に対していかなる影響を与えるかをしらべた。すなわち

lCglmgの 菌液を製造 し,全 然超習波を作用せしめ な

いものと,超 書波を7分 作用せ しめたものか ら各1白 金

耳滴を載物ガラス上に10箇 とり,前 述の菌数計算の場

合と同様な方法で,そ の中任意の5滴 をえらび,各 滴中

の任意の10視 野すなわち合計50視 野中の比較菌数,

菌塊数及び菌塊の大きさを測定した馨菌塊の大きさはそ

の前後直径をギツPtPtの 桝 目の1辺 を10と して目測し

たものである。実験は製造直後と,標 本を氷室に保存 し

ておいて,そ の後5日 聞続けて行われた。

第2表 がその成績であるが,菌 数及び菌塊 数 は 菌 液

鱗{59・ 圃254165i・ ・6圃26
阪 巫 昌oo

第2表 短時間の超音波作用がPCGの 菌

体及び菌塊に及ぼす影響

培 養 試 験:超 晋 波 を各O,5,10,15,20,25,30

分 作 用 せ しめ た1celmg含 有 菌 液 及 び1ccO.1mg含

有 菌 液 を,各 液 毎 にLδwe勲stei鎗 培 地8本 に培養,菌 の

発 育 状 況 を観 察 した◎ 第3及 び 第4表 は各 菌液 のO.100

宛 を ピベ ツ ト法 に よつ て 培 養 した成 績 で,第5表 は各液

の1白 金 耳 宛 を培 養 した もの で あ る◎ 成 績記 載 の方法は

次 の 通 りで あ る◎

撒:発 育 良 好 で 無 数 の 贈 ニ ー を認 め,コ ◎二一相

互 が密 に合 体 して い る もの

惜:無 数 の コ ロニ 幽を認 め るが,コ ロニ ー相互 間の

合 体 の 程 度 弱 き もの

第3表 培養 試 験 成 績(そ の1,BCG-Pasteurpt)

(各 試 験 管 に0.1cc培 養,培 養 期 間25日 問)

聞

＼管

試
験
勘

N＼

菌
。分5分}、 。分 、ユ5分12・分125分3・ 分

1cc

1mg

含3圃 冊圃 冊圃 柵 荘

有

菌

液

菌液

㏄
讐
解

◎
分

脅'悉229∫Je,933

備 考

鯵 零釦 膨 笑驚

3献28・塑 鷲盆 笑凡

蜘2夢'勘 鯉き盈麩

3ρ謝 つ!℃?乳

7.3■3.zx旗 毒塞メ、 瀞蔑縫黛σ眉5ヲ登 で阪

5・ 続 之鍵LL9.2i98,望 宝33xも ◎土幻 趣 サ5初・70苧勲

平蒲69∴Zρ99・ ρの ∫一㌻㍗ る之33・s舷 溝.

一L圃 冊L劃 一世L壁 一轡 一1赫
2国1咽 囲 冊擁1冊i

1cc

O.1

m9

含

有

菌

液

4 【冊-i.柵樋 圃 州 帯 陪
5圃 州 鼎 帯圃 娼+

6擁 冊圃 ・什 州 ■+

7圃 帯洲c刷 ■ 一

8 国c国c隔icl一
・}升1帯 唾 圃 升i州 斗

2

3

i+擁 圃 帯{昔i+i+

卜1帯i唄 帯 井卜1+
4 i+国 吐 土L吐 主」

縞
5

6

帯i荘 囲 一

」 一{

三

士
囲 赫

7

8

1.吐L土 「3F1
±lgl朴c

一

C

十

噛

2
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第4表 培 養 試 験(そ の2,BCG一 大 阪 株)

(各 試験 管 にO・1ec培 養,培 養 期 間45日 間)
菌6H十 卜1十}… …『二[ww-「

嚇閥

謡 、

＼

管

 

"
㌻

0分5分 10分15分20分25分 30分

睡i冊 油 樋

液

剰 劇 冊

z十 一 日c-1-ic

鑑g2田

S"1-lclc1Cc団Ccic C

含13

冊 囲 冊擁

1帯 柵 網 鼎 帯

有 一 一一
5

菌i6

液17

副 帯

唄 惜
4圃 冊圃 冊岡 唄 帯

静wwH,-i

+… 帯
蝋 帯レ帯1

細 矧 昔 卜

;8

1cc

O,1
m9

・{帯

一浄 辮 刑+1一

一 一卜 卜1-1一

冊 冊 柵i帯i帯 睡

2柵 帯i蝿 柵擁i惜 帯

31一 一 帯卜 菩 帯 卜

10の ところに発育の山 があり,

に減少しているが,60分 後 も依然として生菌が 存在し

ていることが分る。

IV追 加 実 験

皿の実験成績は超書波は短時間の作用で もBCG菌 体

を破壊減少せしめること,及 び培養試験だけではこの傾

向を明らかに見ることができないで,こ の場合は却つて

菌の発育がある程度促進せられる傾向を示 している。こ

れは実際問題としても非常に重要であるので,我 々は色

色方法を変えて前後10数 回の実験を試みたeそ の成績

は程度の差はあつたが皆同様な傾向を示した◎以下に報

告するのはその実験の一部である◎

升:コm二P多 数 を認 め るが,相 互 間 の合 体殆 ん ど 。。

な く計 算 可 能 な もの

十:5～5σ 箇 の コロx一 を認 め る もの
り　　　　

士:1～2箇 の 独 立 した=Pニ ーを認 め るが,w=

ニ ー が小 さす ぎて 判別 に苦 しむ もの

一:全 然 認 濤ニ ーの発 生 がな い もの

C:雑 菌迷 入

以 上数 次 の 培養 成 績 を見 る とダ いず れ も作 用時 聞5～

それ 以 上大 体 時 間 と共

含

有

菌

液

4一 … 欝卜 卜 「帯」 一

5卜 卜i昔1-1■ 副 一

6一 ト ド■

7…-H

一卜 卜1-

一ト1一 ト

8-H一 トU-lr
第62E菌 数及び菌塊計算成績

第5表 培養試験(そ の ㍉BCG一 大阪株)

(各菌液1白 金耳培養のもの培養期間45日 聞) 職鰍黙離鍵
鋳閲1

㌶験._一一

1cc

lmg

含

有

菌

液

{}[i…

並塑
10分15分t20分i2S分

i30分i40分SsO分i60分・

・冊 冊 圃 咽 冊 圃 冊 圃 剰 帯

2睡 瞬 柵 冊 睡 悔 冊i什 囲 帯

3+{冊 綱 燗 冊 升織 州 昔

4暑 圃 刷 撒 冊卜H普

5+細 咽 …H+

6国 細H十 卜 升

井

30i・ 調4ユ0分3

2分33・1ユ ・・ss/26

　
5分330i929143

10分33063027

・5分33・1438i2()

2517

13112
ig{1
10:1

4

6

3

0

0

卜

{・1・1・

2

0

0

0

鵠
1錐
024

十
7ト国 ±HcH可=「 「
8卜H土Hc

1,
1¢cl一

o・1i2

mg一

細
回CHc

咽 唄+1普"1+睡
帯 囲 帯卜H+ト 擁

含itci-・一 州 細
4円 柵i±

有51 ・一・1:1+卜

∴

一

一

一

十 トート
ートH一 ト

ート ト ト ト

方法;本 実験にはBCGのPasteRr株 を使用し,

菌液の製造は振盛法によつた(1ム のコルペソに小硝子
も

玉1509を 入れ,こ れに菌苔を入れて1分 間200廻 転,

10分 振盛 した)。 菌液は前回の実験 と同様1celmgの

もの。菌数及び菌塊計算 も前回と同様◎ただし今回はギ

ツターを使用せず,全 視野中の菌数及び菌塊数を計算 し

た。菌塊の大きさは本回は該当菌塊中に含まれている菌

数を計算 しその数により表わした◎

培養試験には今回は菌液の高度稀釈培養法を実施 して

発生 してきたコロニー数によりその成績を比較 した。培

地は岡 ・片倉培地である◎超音波の作用条件は前回と同

様である◎

成績:第6及 び第7表 がその実験成績である◎第6

表に総菌数 とあるは,各 液3白 金耳滴の10視 野すなお

～3-一
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第7表 培養試験成績(培 養21日 間)
象

培 養 菌 羅

蜘『 一幽 　

O.002w}}g/cc

1白 金 耳 燈

(約5万 分 の1m9)

作 用 時 間試験管

番¥・ 分12分IS分i・・1

1

2

同上5倍 液

1白 金耳量

(約25万 分の1m9)

il8Q1621187178

。」_。

瞬 ・93・85「17・IU3
き

分15分

　90

↓

ll

3/璽/璽 ∠

画15ア{182}1卸611・1

・i3・13gi4gi4・136
き

2

3

ミ

平 均i30141

3・国39β4/

28/37//

42137i36

同上25倍 液

1白 金耳愚

(約125万 分 の1m9)

-

』
2

　
3

覇

8i・313囹3

611・17回4

/i6回4i/
7ii・155 3

ち総計30視 野中の菌の総和である◎この数の中に1類

塊の菌数 も含まれていること勿論である倉

本実験成績においても・前回と同様・超音波は短時菌

の作用ても既に菌体及び菌塊を破壊ナるが,培 養基上¢

発育状況にはかえつて好影響を与える=と が うか がお

れる◎ ド

V結 論

1)現 在一一nvに使用されている3k・v・200mA前 麹

560kcの 超 脅波はBCG菌 体 を極めて顕著に破壊する
o

その破壊の程度は5分 毎に10～ ユ5%で あるe

2)上 詑の趨晋波を短時間作用させると(5～10分)

BCGの 培 養基Lの 発育をかえつて速進するe

交 献 後 出

一 一4-一 一


