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P32標 識 結 核 菌の 調 製 と そ の 応 用

国立療養所刀根山病院(院長 渡辺三郎博士)

吉 田 敏 郎

(昭和28年12月16日 受 付)

第1章 緒 言

近年同位元棄が トレーサーとして生物学,な らびに医

学上の研究に応用され,生 物体内の物質の交換L2),物

質代謝機溝の究萌1・2ろ生理的 ・病理的現象の動的な観察

等1・2),・従来の方法では容易に解決し得なかつた研究面

に新分野を開拓するのに大きな役割を果すようになつて

きている◎

最近われわれは科学技術行政協議会並びに厚生省の厚

意により,放 射性同位元素P32を 入手することができた

ので,次 のような実験を行つた｡

〔D放 射性同位元素P32を 燐酸塩(Na2HPO4)の 形

で培地に加え,人 型結核菌(音 山B株)を 培養して,P32

標識結核菌を得ることに成功 し3),こ の標識菌を用いて
り

結核の実験アレルギー反応の研究を行うた◎

〔皿〕Radio-activityの 高い標識菌を得るために,鳥

型結核菌(竹尾株)を 用いて,菌 のP32摂 取 と培地の燐酸

檀量 との関係を検討 した4)｡

第2章P92標 識結核菌による結核の実験的ア

レルギー反応の研究

1実 験方法

600peのP32を 含んだNa2HPO4を 用いたキルヒナー

氏無蛋白培地(150cc)に 人型結核菌(青 山B株)を16目

間培養,120｡C30分 間滅菌,菌 体を濾取 し,洗 液にP32

のRadio-activityが な くなるまで蒸溜水にて水洗 し,濾

紙にて充分菌体の水分を除去 し,こ の菌を乳鉢にて20分

間磨砕し,生 理的食塩水を用いで 均等な死菌浮游液

(湿潤菌にて50mg/ee)を 調製する｡対 照 と して使用

する異物懸濁液はP32を 含んだ燐酸塩緩衝液(pH7.0)

にモ リブデン酸アンモニウム試薬(市 販モ リブデン酸ア

ンモニウム2・59,硝 酸 アンモニウム209,25%硝 酸溶

液80ee)を 加 え,水 浴上60｡C,30分 加温し,微 細な燐

モリブデン酸アンモニウム結晶((NH4)3・PO4｡12MoO3・

2HNO3・H20)を 作 り,こ れを生理的食塩水を用いて懸

濁液として使用 した｡

家兎の感染は人型結核菌(Frankfurt株)10mgを 大

腿皮下に注射 し,3週 間後,ツ ベルクリン反応を陽転せ

蔓めた｡

死菌浮游液及び燐モリブデン酸アンモニウム懸濁液の

…一一・定量を結核感染家兎(人 型結核菌Frankfurt株 感染)

及び健常家兎の耳静脈及び腸間膜静脈 よりそれぞれ注射

した｡腸 間膜静脈内への注射は家兎を仰臥位に固定 して

開腹を行い,小 腸を引出して,その腸聞膜静脈肉に注射す

ることによつて行つた｡注 射 して一定時聞後,す なわち

30分,24時 間,96時 間後に潟血により被実験家兎を屠

殺,肺 臓・肝臓・脾臓・腎臓・脳・血液を 取 り出し,第1表

の如 く湿式灰化5)を 行つて,Pを 燐モyブ デン酸アンモ

ニウム結晶とした｡こ の結晶を一定容器一 市販ス トレ

プトマイシン容器の蓋(径2.1emア ル ミニウム製)に

小穴を開きニユッエの代用として用いた一 に濾取 し,

一定距離(こ の場合2em)を 置いてそのRadio-Activity

をGeiger-MtillerCOURterで 測定し,P32の 動物体内に

おける分布,従 つてP32標 識結核菌及びP32含 有燐モリ

ブデン酸アンモ`ウ ム結晶の体内分布を追跡 した｡

Geiger-MUIIerCounterは 神戸工業株式会社製の放射

能測定装置(GM13kPA-4H,SC-100)を 使用した｡

第1表 臓器の湿式灰化法

試 料(5の
↓

濃硝酸4ec十 濃塩酸10ceを 加 え,水 浴上
で殆んど蒸発するまでに濃縮

↓
濃硝酸2㏄ 十水10ccを 加えて
沸騰するまでに加熱

↓

濾 過
(50ccの 蒸溜水で水洗)

1

↓ ↓
濾液十洗液 酸不溶性残澄

↓(Radio-Actiマity殆 ん どな し)

30%NH40Hで 中 和

↓
モ リブデ ン酸 ア ンモ ニ ウ

ム試 薬25ccを 加 え

60｡C,3C分 間,水 溶 上 で

加 温
↓

4時 間以 上 放 置

↓

黄 色沈 澱

(燐モ リブデン酸アンモニウム結晶)

2実 験成績

1)第2表 に示す如く,P32標 識結核菌を耳静脈よb

注射した場合は注射後30分 では主 として肺臓に,次 い

で肝臓・心臓・脾臓・脳の順に,注 射後24時 間にも籏li!va

に最 も多 く,次 いで肝臓・脾臓・心臓・脳の順に分布 し,

健常家兎と結核感染家兎 との間には大差が認 め られ な

い0

2)P32標 識結核菌を腸問膜静脈より注射 した場合は

第2表 に示す如 く,注 射後30分 では大部分は肝臓に,

次いで腎臓・肺臓・心臓・脾臓・脳の順に,注 射後24時 間,

96時 間 も同様に肝臓に最も多 く,次 い で 腎臓｡肺 臓・心
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臓・脳の順に分布してお り,こ の場合も,健 常家兎と結

核感染家兎の間に大差は認められない｡

3)更 に家兎の耳静脈より人型結核菌(膏 山B株)生 菌

10mgを 注射,更 に一週聞を置いて,同 様に生菌10my

を注射した｡こ のような前処置を施 した後,3週 聞後ツ

ベルクリン反応が陽転した時に,P32標 識結核菌を耳静

脈 より注射した場合,第3表 に示す如 く,注 射後30分

も,24時 聞 もpa2は 大部分肺臓に分布 しておりしかも健

常家兎と肺臓を強 くアレルギー化したと考えられる結核

感染家兎(音 山B株)と の間に有意の差は認められない｡

更 に二次抗原 として用いられた菌量が少量の場合も多量

の場合 も第3表 に示す如 く,同 様な結果を得ている｡

4)P32標 識燐モリブデン酸アンモニウムの微細結晶

を家兎の耳静脈及び腸間膜静脈より注射 した場合は第4

牽 に示す如 く,腸 間膜静脈に注射した場合は肝臓及び腎

臓にゃや多いが,一 般 には肝臓・肺臓・腎臓に多 く捕捉せ

られており,注 射後30分 も24時 間 も同様な傾向を示 し

ている｡し かも,こ の場 合 も健常家兎と結核感染家兎

(人型Frankfurt株 感染)と の 間に大差は認められな

い0

3考 按

実験成績よりすると,結 核菌(死 菌)を耳静脈 より注射

した場合,そ の大部分は肺臓に捕捉せられ,腸 間膜静脈

より注射 した場合,そ の大部分は肝臓に捕捉せられてい

ることから,注 射せられた結核菌(死 菌)は機械的に最初

の毛細管において捕捉せられるものと考えられる｡し か

も健常家兎と結核感染家兎 との間に大差が認められない

ことから,従 来から考えられているように,抗 原抗体反

応による抗原すなわち結核菌の捕捉が強 く惹起するもの

とは考えられない｡

t次にP32標 識燐モリブデン酸アンモニウム微細結晶を

家兎の耳静脈及び腸間膜静脈 より注射 した場合は結核菌

の場合 と異なり,異 物処理器官たる肝臓・腎臓｡肺 臓に多

く撞捉せられるものと考えられる｡

従つて・注射せられた結核菌又は燐モリブデン酸アン

モニウム微細結晶の体内分布を主として規制するものは
,

注射せ られた物質の大きさや表面活性等の物理化学的条

件であつズRδssle以 来強く主張せられて来ている 『抗

原抗体反応による抗原の局在化』は,上 の実験条件にお

けるような結核の実験的アレルギー反応においては余 り

著明でなく,む しろ物理化学的要因によつて捕捉せられ

た抗原を中心 として,そ の後に 『抗体の局在化』が起 り,

次 々に抗原抗体反応を惹起 して行 くのではないか と考え

られる｡

第3章 鳥型結核菌のP32摂 取 と培地

燐酸塩量との関係

1実 験 方 法

添加無機燐酸量をそれ ぞれ 通常量(79/り 及 びその
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Vb1んYsyVl6量 とした キル ヒナー長無 蛋白培地100

ecに ・P32をHsp32D嶺 として25yc添 加 しtこ れに鳥

型結核菌(竹 尾殊)を 接種,培 養7日 後菌体をガラス｡ブ

イルターで濾取,洗 液にRadio-Activityが な くなるま

で蒸溜水で洗濃 乾燥器で乾燥を行い,その乾燥菌約100

myに つ いて第2章 において述べた方法に従つてRadi《ト

ActMtyを 計測した｡ま た培地1eeを 同 じく一定容器

に取 り乾燥,そ のRladiO-Activityを 計測した｡

24実 験成績及び考按

第5表 に見 られる如 く,培 地の無機燐酸塩量が通常量

及びそのV2,1ん ヲ8,VA6量 に減少するに従つて,菌 体

に摂取されるP32のRadi(hActivityは 著 明に増加 し
,

無機燐酸撞量がIA6量 の場合が最 もRadi・-A・tivityが

高 く,こ れに伴つて,培 地に残存するP33のRadio-Ae一

伽ityは 減少する｡し かも収獲菌量は殆んど変化を認め

ていない｡以 上の成績から貴重なP32を 節 約するために

は,一 定量のP32を 用 いて高いRadio-Aoti▽ityを 示す

標識菌を得るためには,培 地の無機燐酸塩星を増殖菌量

を減少せしめない程度すなわちO.44g/l位 に減少せ しめ

るとよいと思われる｡

第5表 鳥型結核菌(竹 尾株)のP32摂 取 と

培地燐酸塩量 との関係

キルヒナー氏無蛋白培地,表 面培養7目 後

洞匹定距離:2cm

第4S結 論

1)P3a標 識結核菌(青 画8株)を 家兎の耳静脈及び腸

間膜静脈より注射・した場合,最 初の毛細血管で大部分が

捕捉せられることを認めた｡す なわち,前 者の場合は肺

臓に,後 者の場合億肝臓に大部分が捕捉されている｡

2)paε 標識燐モリブデン酸 アンモニウム微細結晶を

家兎の耳静脈及び腸間膜静脈 より注射 した場合はいずれ

も異物処理器宮たる肝臓・腎臓｡肺 臓等に多 く捕捉せられ

ている◎

3)1),2)の いずれの場合も健常家兎と結核感染家兎

との間に差を認めなかつた｡

4)培 地 の無機燐酸塊量を適当に減少せ しめて,Ra-

di・-Activityの 高いP32標 識 鳥型結核菌を得た
｡

終 りに御校閲を賜つた院長渡辺三郎博士に深謝し,愛

た御指導と御校閲を戴いた山村雄一博士に厚 く感 謝す

る｡

P32は 厚生省医務局国立療養所課 関誠一郎博士および

科学行政技術協礒会の御厚意によつて入手 した｡諮 して

謝意を表する｡

培地の添加燐酸塩量

通 常 量(7.q/り

i/2量(3 .59/1)

lk量(1 .75g/1)

糞/8量(O .875g/1)

2A6量(o .4375g/の

対 称(菌 な し)

培 地1cc
のcpm

2,987

2,908

1,895

930

582

3,009

乾燥菌100集 獲乾燥
mgのepm菌 量

2・8桝

4,950

8,628

16,713

23,069

mg

623

617

605

710

519
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但 しopm=countsperminute1分 間 の計 数
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