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1・ 都 市の学校職場に於ける結核痙の現欺 と推移

松谷哲男 ・鶴田兼春 ・申村激子 ・坂元佐多子 ・外園隆

久(結 核予防会一健)

29年 春季第一健康相談所に於て結核集団検診を行った

東京都内51集 団34,369人 の成績をとりまとめ,同 じく21

年の23・547人の成績と比較した。対募は4才 より65才の

学生生徒及び官庁会社工場従業員で申高校生が最 哲多く レ

4割 を占める。ツ反応陽性率は極めて高く,10才 以上で

は95%を こえ,全 国実態調査のそれとは各年令20%以 上 ・

の差を示すe21年 の我々の成績と比べても全年令にわた

りより高 く20才以下に著しい。自然陽性率は5～9才 の

40%よ り男女同様に上昇し25～29才 で90%を こえる◇こ

れを21年 と比較すると,15才 以下では明かな差を もつて

よ り高く,15～30才 では接近し,或 いは一時より低くな

り,以 後再びよ り高 くなる。最近のツ反応自然陽性率の

上昇については多 くの報告があ り,その原因としてBCG

接 種後の自然陽転の判別の困難や,感 染源の増加があげ

られるが,こ の年令的の差や我 々が管理して開放性患者

の激減している農村にも全く同様の差が認められる点等

か ら考えて尚今後の観察を必要とする。学年別の自然陽

性率は小学校40～50%,中 学校60・》70%,高 校70～80%

とな つ患いる。次にレントゲン所見上・有病率は14才 以

下では0.5%以 下,15才 よ り急激に上昇し,30～34才 で

男17%,女12%と 一つの頂点を作 り,男 ではさらに上昇

して45～50才 で20%に 達する。之を21年 に比べ ると,25

才以下ではよ り低く,25才 以上では増加し,30台 では2

倍に及ぷ。尚反復検査により古い小病巣を発見すること

が多いので最近の初回検診集団5,000人 について見ても

21年 より明かに高い。尚継続検診中,新 たに所見を認め

た率は0.3%で,年 令的に見ると,10～15才 の0.1%よ り

年令と共に上昇して40～45才 で1.4%に 達する。この中

年層に著しく多いことは注目を要する。又学年別に見 る

と高校1～2年 より急上昇し,こ の時期の管理の重要さ

を示す。病型では硬化型が少年期より既に多く,浸 潤型

は青年期に…時硬化型を超えるが一般に少 く,混 合型と

初期結核症は著 しく低率で,そ れぞれ中年期以上と少年

期にかたよる。又手術を施 した例は20才 台で約7%を 占

め,気 胸例 もほぼ同数である。病型を21年 と比較すると,

申年以上で浸潤型の占める割合がやや増加 し,硬 化型が

減っていることは新所見発見率がこの層に高いことと同

一の意味を もち重要である。又初期結核症 と混合型の減

少は,陽 転薩後の発病及び重症者の減少を示 している。

アメリカの分類による病巣の拡 りは,軽 症86%,中 等症

13%,重 症1%で,軽 症をさらに小葉大以下・小葉大,小

葉大以上に分けると,そ れぞれ24%,30%32%と な り・

小葉大及びそれ以下が全体の半数を占める、WHOの 分

類による病勢は,1度60%,2度19%3N4度12%

5～6度7%,7～9度2%と な り,空 洞の疑なしが8

割 を占め,空 洞の疑あるものは18%で,そ のヲ1は手術ず

∵ み 空洞の明か樋 のは3%で ある・又年令の多い程病
・ 勢が進んだ例が多いヒとは,病 巣の拡 りと同様であるが

園 よぢ 著しい
。以上の所見を全国実態調査その他の報告に

㍗「比べ ると
,全 般に軽症且つ慢性の状態を示す.要 療養率

は10～20才 で有病者の30%弱 で最高を示すことは前述の

病勢の傾向と反するが,こ れは病巣の新 らしきや経過観

察期間の他に社会的条件が大きく関係しているもので・

全体としては男21%女12%と21年 に比べて半減するもb

の青年層では同率であることも同じ理由であぢ.化 学療

法適用率は要療養率と平行 してやや高いが,こ れは働き

なが ら化学療法を行う患者が増加していることを示す.・

以上は健康管理下の都市の学校職場の結核症の現状と推

移を示す例として,我 々の扱 つている集団の成績を見た

のであるが,以 上の所見から,学 校の結核は幼時の感染

による小硬化巣が半数以上を占め,初 期結核症は減少し

予防対策の効果は明かである。ただ高校2～3年 以上○

発病は減少 してはいるがなおかな り多いのは,こ の時期

には色々な意味での負担が急増するためであろう。又職

場の結核は重症者は減少しているが有病率は増加し,特

に中年層では著しく,し か も浸潤型の占める割合は硬化

型の約1/sで は あるが,以 前に比べるとむ しろ増加の傾

向を示 し,新 らしく病巣を発見する率 も高い、以上の状

態はBCGの 接種や陽転者の管理や患者の早期発見等○

方法によつては容易に改善 されず,今 後はより徹底した

管理が必要で,そ の具体的な方法については爾十分に検

討すべ きものと考える。

2'医 療保陣制度普及の必票性に関遮する結核実態鯛

査報告

東田敏夫 ・松本透 ・岡田たえ ・川尻洋子 ・森田須美子

武田恭子 ・神田桂子(関 西医大公衆衛生♪

結核対策と社会保障制度の充実とは,互 に関連 した今

日の重要な課題であることは論をまたない、われわれは

かねてよりこの問題について検討をつづけているo結 核

審査会に提出された結核患者458名 の病状に関する資料

を検討した結果,自 費患者は健康保険患者に比較して重

症が多 く,生 活保護法の患者はいっそう多いことをみと

めた。また,結核入院愚者837名 について,人 院当時の病

状を入院前健保の有無によづて比較すると,健 保がなか

った患者は健保があった愚昔≧獅)も・重症者及び 多量排菌
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者が多数であった(危 険率1%以 下)¢われわれはさらに

結核患者と結核死亡者の病状と療養経過を詳しく調査し

た.そ の結果,健 康保険の有無が患者の療養経過と予後

にいちぢ るしい影響を及ぼしてい る事実をみとめたので

ここに報告する。この調査は3種 の調査よりな って い

る。ユ・「結核実態調査」で発見された結核患者のその後

の動静:昭 和28年 厚生省が全国的におこなった結核実態

調査のうち,大 阪,京 都において発見された要医療患者

の全員について,家 庭を訪問し,検 診後1年 間 の動 静

と,療 養状況を調査した.ま ず初回検診当時の 病状 で

は,健 保がない患者は健保がある患者より重症が多いこ

とをみとめた。患者の動静調査では,確 実な知見をえた

者124名 について述べ ると,そ の間に医療をうけたこと

がある者は36%に す ぎない。要医療患者が医療をうけな

かった理由を検討すると,検 診後1年 間自ら要医療患者

であることを知 らなかった者が全体の25%あ り,療 養指

導を強化する必要をみとめた。それ以上に重 要 な こ と

は,要 医療自覚著98名 中1年 間に医療をうけたことが

ある者は,健 保がある者では70%で あったにたいし,健

保がない者では30%に す ぎず,著 しい差をみとめる(危

険率1%以 下)。 病巣の広い混合性肺結核で も,半 ばは

医療をうけなかった。これ らの医療不足の患者,ま たは

患者を扶養する者の職業は,零 細な工業,商 業,従 事者

と半失業者,失 業者,家 事使用人,農 民等であつた。な

お職業がある患者は健保がない場合は休養することが困

難であり,ま た,健 保被保険者であっても一家の生計責

任ある者は休養率が低 く,現 行の健康保険制度にたいす

る反省をもとめている。2.結 核入院患者の入院前の療

養状況:結 核入院患者230名 について,入 院前の療養状

況,医 療費負担種類及び病状を比較検討 した.そ の結果

を述べると,入 院前健康保険があった患者はその3ん が

医療をうけた経験があったのにたいし,健 保がなかった

患者(生保入院)は,前 者よ り重症者が多かったにもかか

わらず,そ の半数が医療をうけていない。またス トマイの

使用はまだ普及せず,健 保患者で も50%が 未経験であっ

たが,健 保がなかった患者はその70%が 全 く使用してい

ない。病巣が広い混合性肺結核でも同様であった。入院

前健保がなく,重 症化(両 側性混合性肺結核),し て後生

活保護法で入院した患者の経験を調査す ると,結 核発病

後 も就業をつづけ,病状が悪化 し,労 働能力を失い,失 業

し・遂に収容された者(70%)と,療 養生活のため貧窮化

し,悪化し,収容きれた者(20%)が 大 部分であった。か く

の如き結核患者にたいする医療不足の事実は,結 核死亡

者に関す る調査によっていっそう明確にみとめられ る。

3・ 結核死亡者の生前の動静:大 阪府守口保健所管下1

市5力 町村在住者であって,昭 和29年 中に結核で死亡し

た者78名 について,家 庭訪問し,そ の家族 と医師より,

生 前の生活状況と療養状況を詳細に調査した、転居等を

除 き168名 について確実な知見 をえた。まず結核発病を

自覚して後死亡までの期間は,総 平均39ヵ 月・健保被保

険者50ヵ 月,健 保家族45カ 月であったにたいして・健保

がなかった者は34カ 月であ り,早 く死亡するこ≧をみと

めた。 さらに,健 保がなかった結核死亡者28名 の申・16

名57%は 発病自覚後2年 以内に死亡してお り・健保思者

と有意差をみとめた.ま た入院経験者は1名 にすぎず・

死亡までス トマイを全 く使用しなかった者5名 あった。

生活保護法受給者4名14%,結 核予防法負担受給者7名

25%に す ぎない。これは両制度が健康保険がない国民層

にたいする医療保障制度の役割を果しえないことをしめ

している。以上の報告を通じて,わ れわれは,わ が国に

おいて結核患者にたいする医療は未だ普及せず・とくに

健康保険がない患者において著 しい事実を明かにした、

よって当面の結核対策として,国 民の全ての階層にたい

して,国 の責任において結核の療養を完全に保障する医

療制度と社会保障を普及することを要望するゴ

3.北 海道の結核の実態

小林治人 ・岩水俊一郎 ・坂村堅太 ・河村様子(葡 生部

予防課)金 光正次 ・野崎俊夫(札 幌医大衛生).

北海道に於て昭和28年 及び29年 に わたり結核の実態調

査を行ったのでこの成績を全国のそれと比較しつつ報告

する。標本抽出の方法は抽出率をV1。。とし,最 終抽出単

位を世帯 とする層化2段 確率比例抽出法を採用した。層

化の基準 としては地域,人 口の大 きさ,産業の商工業化の

程度,主 産業の種類をとり,全 道市町村を総計66個 の階

層に分類 した。対象人員46,499人,67地 区につ き厚生省の

行った実態調査の方法に準じて検診を行った,地 区の分

布状態はほぼ均等に全道にわたっておる。受検成績はツ

反応検査;男 子21,002人,93.4%,女 子23,059人,q6・1

%,合 計44,061人,94.8%,X線 検査;男 子21,126人 ・

93.9%,女 子23,124人,96.3%,合 計44,250人,95・2%

であ る。叉受検査の人口構成を年令5才 別に全道のそれ

のヲ、。oに較べてみると男女とも大体においてよ1一 致し

ておる。ツ反応の成績は陽性率73.6%で 全国の60・1%に

比 してかな り高く,10～14才 で83.2%に 達 しその後 も多

少増加の傾向を示 し最高は45～49才 の88。8%て あ る(全

国の最高は25～29才 の72.0%)。 硬結触知率は4L7%で

全 国の29.8%に 比 し相当高 く,30～34才 で59・8%に

達 しその後 も多少増加の傾向を示し最高は40へ44才'の

62.5%で ある(全国の最高は30～34才'の45.↓%で,以

後は一途減少する)。BCG既 接種率は37・7%で 上国の

34.2%に 較べ るとやや高いが30才 以下の年令のものに

ついては全国よりも低い。 全結核の所見は5.880凡

13。3%に 認 められその中 「あり」1,667人,3・S%,「 治

癒」4,213人,9.5%(全 国 はそれぞれ16・0,6・L9・go・ ♪

である。全結核の指導区分は要医療2・5,要 休養0・2。要

注意二1.1,合 計3.8%で,全 国のそれぞれ3・4・O・4.2・6,
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6.4%に 較べ ると可な り低い。 「治癒」のタゥは殆んど差

がな く.従って有所見の中で「治癒」の占める割合は北海

道の方か高い。年令との関連においてみ ると乳幼児層の

要指導率1ミ1.3%で 全国の1.4%と 殆んど同 じであるが,

このこ三はそれ以後の各年令層において何れ も北海道が

かな り低いことと対比して注目せられる。尚要指導率は

20才 から30ナの 間で急激に上昇しそれ以後に於ては高い

率を持続すること及び25才 以上の要指導率は25才 未満の

それの約棄錦の高率であることなどは北海道と全国と同

じ傾向そ示しておる。要指導の内容は要医療65.5%,要

休養5.廼 ・・要注意29.5%の 割合で,全 国のそれぞれ52・8

%,5.7%4L4%に 比 し要医療の占める割合が大 きい。

之を年令 との関連に於てみると要医療の占める割合は北

海道が各年令層に於て大 きいが特に15～19才 以上に於て

大 きく・35～39才 以後に於ては一層顕著である9肺 結核

の病型は初期結核型9.1%,浸 潤混合型53.2%,結 節硬

化型355ナ ・,肋 膜炎型02%,粟 粒型0.1%,加 療変形型

1・6%こ な り之を全国のそれに較べると初期結核型及び

浸潤混合型が多 く結節硬化型が少い。然し之を更に年令

別に比較してみると初期結核型 も15～19才 以後に於ては

又差異か無 く,又10～14才 以前の年令層に於ては逆に浸

潤混合型で北海道が低い現象を示しておるb15～19才 以

後に於てばともに浸潤混合型は減少し結節硬化型は増加

するのてあるが全国はこの傾向が著明で35～39才 で両方

の曲線は交叉す るが北海道に於ては遂に交叉することな

く高年令層に於ても依然 として結節硬化型よりも浸潤混

合型の方か多い。適応医療の割合は肺結核の場合,化 学

法64.1,気 胸 ・気腹3.3,胸 成11.9,そ の他の虚脱及び

療切除6.1,そ の他の療法14.6%と な っておる。これは

全国の化掌療法74・6,気 胸 ・気腹6・0に 較べて低 く,外 科

的療法7.3,そ の他の療法12.9%に 較べて高い。肺外結

核に対で る医療は化学療法6.4,そ の他の療法93。6%で

之を全国のそれぞれ30%,70%に 較べると化学療法の対

象になるものが北海道に於ては極めて少いことが判 る心

以上 を総括すると北海道の結核は全国のそれに較べてツ

反応硬結触知率が高 く,治 ゆ率は同 じく,要 指導率は低

く,要 医療の占める割合が高 く,化 学療法の対象になる

ものほ∫Lい。之を年令 との関連に於て見 ると要指導率は

乳幼児に於てのみは同 じで,又 その死亡率の甚だ高いこ

とは家族感染の多いことを想わせ,病 型に於て北海道は

壮年,老 年に至 るまで浸潤混合型が多く病勢の進行した

ものか多いンこのことは乳幼児の致命率の高いことと相

俊 てて垢海道の高死亡率の主な原因をなしておるものと

考えら窒,る。なお,こ の実態調査と同時に家屋 ・家膜 ・

社会紡 責等の関係につ き碧干調査をしたが,こ れについ

ては別の機会に発表する。

4.国 立療猛所入所患者の入所時病獣と予後との関係

両田蒔助 ・久保田宏(厚 生省医務局療養統計研究協議

会 ・国立療養所統計協同研究班)

昭和24年 に,全 国の国立療養所63施 設の参加を得て23・

713例 の患者の入所時の病状調査を行 った。昭和29年4

月,そ の申から抽出した5,106例 に就いて入所時病状調

査時より5年 経過後の患者の予後を調査して入所時の病

状と予後との関係をみ,入 所時の発熱の高 さ・菌排出の

有無,レ 線所見特に空洞の有無並に病巣の撤布範囲・病

態,赤 沈値等が予後を推定する重要な参考資料であるこ

とを確かめ,昭 和29年10月 第9回 厚生省医務局研究発表

会に於て発表した。今回は,そ れ等の例に就いて入所中

に行った化学療法施行の有無並にその種類,量 を調べ,

それが5力 年間の死亡率に如何に影響を与えたかを調査

した。5,106例 申化学療法を全く行わなかった例は2,438

例で その うち683例 が死亡 し,化 学療法施行例は1,894例

であ り(381例 死亡),そ れ 以外は施行の有無が不明な例

である。施行した化学療法の種類及び使用量,並 に死亡

例数の使用患者数に対する率をみると次の如 くである。

SMの みを使用したものは651例 で,1人 卑均使用量は3L

49,死 亡率は30。5%で あ る。PASの みの ものは86例 で

使用量は平均759.49,死 亡率は15.0%。INAHの みの

もの16例,使 用量19.49,死 亡者なし。TB,の みの もの

100例,使 用量11.59,死 亡率2aO%。SMとPASと を

使ったもの399例,使 用量はSM44.69,PAS956.09,

死亡率17.3%。SMとPASとINAHと を使ったもの

173例,使 用量SM56.89,PAS1,354.19,INAH15.39,

死亡率8.1%。SMとPASとINAH及 びT璃 とを使

ったもの148例,使 用量はSM56。09,PAS1,469.09,INA

H15.29,TB116.59,死 亡率は8.1%等 である。 このよ

うに化学療法を行 ったものの死亡率は20.1%で あ るが,

化学療法を行わない例では2&0%で あ って化学療法施行

働の死亡率がやや低 くなっている。又施行例の中では1種

類の薬品を使った ものよりも2種 類以上使用 したものの

方の死亡率が低い様である。化学療法施行の有無の死亡

率に及ぼす影響をみるには同 じ病状のものの間で比較し

てみる必要があるので,入 所時の病状別に化学療法の影

響を比較してみた。入所時の レ線上病巣の撤布範囲別に

化学療法の死亡瑠に及ぼす影響をみると,全 肺野に亘っ

て病巣のあるものでは化学療法未施行例の死亡率は63。8

%で あ り,施 行例に於ては35.8%で あ る。病巣の撒布範

囲が狭くなればなる程死亡率は少な くなるとともに,化

学療法施行例と未施行例との差は少なくなってゆき2肺

野のものでは双方とも14%,1肺 野以下の ものではやは

り双方とも9%程 度で同審になっている。入所時にレ綿

上空洞を認めた例に就いてみると,化 学療法未施行のも

のの死亡率は4L4%・ 施行例では24.6%で あ る。これに

反し空洞を認めない例に就いては ともに15%で あ り,差

は認められない。入所時の ラ音聴取の有無別にみると,

ラ音を聴取した例については,化 学療法未施行例の死亡
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率50・4%・ 施行例では27・4タ・である。ラ音を聴取 しな

かった例に於ては,化 学療法施行の有無にかかわらず10

%程 度である。排菌の有無別にみると,喀痕中菌陽性の も

のに於ては化学療法未施行例では死亡率44.4%,施 行例

では25・3%で あ り・菌陰性のものについては13、1%及 び

12・0%で あ る。入所時の赤沈値 についてみると,1時

間値50mm以 上 のものでは化学療法未施行例の死亡率は

51・7%施 行例では30・1%で ある
e入 所時の発熱の高さ

別にみると・38。C以 上の発熱例については化学療法施

行例の死亡率は78・4%,施 行例では43.6%で あ る。37。

～37・9℃ のものについては,化学療法未施行例では36 .1

%・ 施行例 では22・4%で あ り,平 熱患者に於ては双方

とも16%程 度 であ り差が認められない。入所時の病状を

綜合して璽症・中等症,軽 症の三つに分類し,その各々に

ついて化学療法施行の有無の死亡率に及ぽす影響をみる

と,重 症の ものに就いては化学療法未施行例の死亡率は

71・8"eであるのに比し,施 行例では36.8%と 低 くなって

いるe中 等症に於ては双方とも20%,軽 症 のものでは双

方 とも6%程 度であ り差が認められない。近時化学療法

や外科的療法の発達につれて結核患者の死亡率が減少し

てきた傾向にあるが,今 回化学療法を対象として,以 上

の如 く5・106例 の国立療養所入所患者に就いて昭和24年

からの5力 年間の観察によって,致 命率の減少を数値的

にあらわすことが出来た。化学療法による致命率の減少

は・病巣の大 きさや空洞の有無,排 菌状態,全 身状態等 々

関連があ り,重 症例に於て著明である。

5・ 結核発病に関する研究(特 に家系との関係につい

て)憎

重田定正 ・広田公一(東 大教養学部体育科学生保健診

療所)沖 申重雄 ・長沢潤 ・茂在敏司 ・彦坂亮一 ・加藤

和市 ・吉田清一(東 大沖中内科)北 本治(東 大伝研附

属病院)

私共は比較的結核の発病しやすい年令にある学生につ

いて・結核発病の問題を家系と結核の臨床経過の面から

追求しようと考えた。それには先ず学生層に於ける胸部

結核性疾思の実態を把握する必要があると考え,先 ず某

大学の教養学部に入学した学生2,065名 につ き胸部エッ

クス線写真(主 として間接撮影)の 成績を検討した。即ち

入学者中胸部に異常を認めたものは68名 であ り,そ の内

訳は異常陰影42名,肋 膜腓腹12名,石 灰沈着3名 ,人 工

気胸2名 ・胸廓成形術6名,合 成樹脂球充填術1名,肺

紋理増強2名 ・その他 となっている。又全入学者中任意

に選λだ896名 に就いて,家 系調査票を用い更に詳しく

結核発病の関係を追求した。先ず896名 に就いてのツ反

応の成績であるが・ ツ反応陽性率は85.5%と な っ てお

り・又エックス線写真所見による肺結核の有無は無所見

者87ユ名・有所見者25名 となっている。次に現在BCGが

結核発病阻止に及ぽす影響を無視するわけには行かない

ので,BCG接 種の有無 と発病の関係をみ ると,先ずBCG

接種回数ではツ反応が既に陽性になったものでも,又,

未だ陰性の ものでも,接 種回数が6回 以上になるとその

数が著明にへってくることが目につ く。次に,現 在結核

にかかっているもの,又 は結核に罹患した既往歴をもつ

ものを合せて罹患者 と呼ぷと,BCGを 接種したことの

ない203名 中に於ける罹患者は35名,17.4%と な ってお

り,BCGの 接種をうけた6の674名 中の羅患者の数は47

名で,6・9%と な ってお り,BCGを 接種していない もの

からの発病者の数がBCG接 種をしたものからの発病者

の数の2倍 以上になっているe次 に胸部にエックス線写

真上所見のあった者に就いてであるが,BCGを してい

ない者の中の有所見者百分率は3.4%で,BCGを してい

たものの中からの有所見者はその百分率が2.6%と な っ

ていて・両者の間に大差をみなかった。これは入学時身

体検査により,胸 部にエックス線写真上著変のあづたも

のが既に除外 された為によるものと考えられる、叉胸部

に結核性病変を認めた25名 の申,BCG接 種 と発病i迄の

間隔不明な3名 を除いた22名 の ものに就いて述べる。こ

の場合島村氏にならって・BCG接 種の免疫有効期間を

2年 とし・臨床的発病迄の期間を最後のBCG接 種後3

年以下11名 と最後のBCG接 種後3年 以上4名,BCG非

接種7名 とに就いて,そ の病型を比較すると,少 数例で

はあるがこの3群 の間には病型に於いて大差をみないよ

うである。次に家系調査と発病の件であるが,先 ず両親

の両方かジ又は何れかが結核性疾患に罹患してい るか,"

又はした事がある場合には結核罹患の既往をもつ ものの

頻度が16・2%で あ り・両親に結核のない場合は8.1%と

な り・明かな差が両者の間にみられる、同様な関係が兄

弟姉妹の場合にもみられ る.即 ち兄弟姉妹に結核めある

場合には結核罹患の既往歴をもつものの頻度が明かに多

くなっている¢次は伯叔父母の場合であるが,こ の場合

は伯叔父母に結核のある場合の罹患者の頻度が10.5%と

な り・伯叔父母に結核のない場合は10.2%と な り,両 者

の間に全 く差がない。更に同居人の場合になると同居人

に結核のある場合は罹患者の頻度が9,4%,こ の申V、 は

同居申結核性疾患で死亡しているが,そ れ程頻度が多 く

なっていないe同 居人に結核のない場合は10.5%の 頻度

とな り・両者の間に大差がない。同屠人の場合は同一家

族内に生活しているが.罹 患者頻度からいって伯叔父母

の場合ににてくる。以上私共は年令19才 ～24才 迄 の某大

学教養学部の学生について結核発病の問題を検討した。

この場合 もBCG接 種 が結核発病に大きな影響を与えて

お り・BCGを したことのない者からの罹患者の頻度が

BCG接 種者かちのそれの2倍 以上になっている、 又,

少 数例ではあるが,BCG接 種者か らの発病者の病型は

BCG非 接種者からの発病の病型と大差がなかった。又

結核体質の問題を家系と結核の経過の面から追求す るた
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め家系調査を行ったが,両 親兄弟姉妹に結核のある場合

には罹患者の頻度が多くなってい る。伯叔父母,同 居人

の場合は伯叔父母,同 居人に結核があっても罹患者の頻

度はない場合と殆んど差がなかった。このような傾向は"

結 核を伝染病と解することによってすべて解決される問

題であるのかどうかは,今 後更に研究を要する所であろ

う。私共は今回は主 として某大学教養部に於ける結核の

実態調査の成績を報告したが,今 後同一学生について少

くとも4年 間観察が可能であ るので,BCG接 種者か ら

の発病者の病型,経 過,結 核家系か らの発病者の病型,

経 過,治 療に対する反応等に研究の歩を進めたいと思っ

ている。

6.乳 幼児接種結該症の経過観寝

黒川一男(秋 田県立中央病院第二内科一科長斉藤悌三)

〔緒営〕昭和23年 夏,秋 田県松ケ崎村に於けるヂフテリ

ー予防接種の際発生した乳幼児接種結核症に就て臨床的

観察を継続しているが,6力 年間の観察結果を報告する。

〔経過概要〕松ケ崎村は秋田市の南西約30粁 の日本海に

面する寒村で昭和23年 末戸数626,人 口3,617で あ った。

村内の乳幼児を対象 として,ヂ フテリー予防接種が行わ

れ たが,翌24年2月 調査の際,接 種者総数687名 中30数 名

に注射局所の変化を発見し,そ れが結核菌に依って惹起

された事が分った。その後直 ちに県内各医療機関及び抗

研の御協力により治療及び検診が相次いで行われた。6年

を経過した今日,大 多数の症例は治癒したが,一 部合併

症 の為,尚 入院を余儀な くされている。 〔塩床経過〕イ)

事故者数。ヂフテリー予防接種は886名 に3回 法で行わ

れたが,事 故者は当初33名 で24年12月 までに3名,25年

7月 迄に1名 発生したので総数37名 となった。 ロ)ツ 反

応。昭和23年 のツ反応は極 く一部にしか行われず,陽 転

者数は正確に把握する事が出来なかったが,事 故者は全

部陽性で,中 等度陽性の者が多かった。その後の年次的

消長に若干の波があったが,大 部分は陽性に推移 した。

ハ)血 沈。計測せ ざる時を除 き大多数は20mm内 で高度

促進は1例 に過ぎなかった。二)胸 部 レ線所見。昭和24

年度の撮影は大多数が乳幼児の為判定不能の者が若干あ

ったが,総 体的には所見は極めて僅微で,若 干の者に肺

門陰影異常,肺 内小浸潤陰影,肋 膜異常陰影等が散見 さ

れたのみで,血 行性撤布,顕 著な肺門淋巴腺結核,滲 出

性肋膜炎は見 られず,現 在は異常者は見られない。ホ)

局所所見、臨床所見申最 も顕著であった。この点につき

当院外科側の資料に就てその概要を述べると次の如 くで

ある。即ち初回調査時は既に注射後6ヵ 月以上経過して

居た為病変は部位・性状共に極めて多岐に亘 っていた。

昭和24年 の当初の病変数は注射部34,腋 窩部33で 最 も多

く,次 いで上跨部(注 射部以外の)12,鎖 骨部11,頸 部

8,願 下部5の 順であった。即 ち注射部と腋窩部との初

期変化群の形成を主軸とし更に時期的のずれの為他部位

の淋母腺腫を合併した者 もあった。注射部は膿瘍形成が

多く見 られ,一 部には腋窩淋巴腺に も波及していナニ。そ

の後局所変化は急速に減少 し,現 在腋窩部5・ 頸部2・ 注

射部及び」蒲 部2の いずれ も小指頭大以下の腺腫乃至硬

結を示すのみで大部分は治癒した。へ)各 所見の関連に

就て。ツ反応強度と病変 との関連に就て特に記すべ き点

は無かった。全経過申1度 でもツ反応が陰牲であった3

症例に就て見れば,そ の局所変化は他の陽性例 とほぽ同

様であった。次に血沈高度促進せる1例 は注射部,腋 窩

部の初期変化群を形成 し,昭和25年7月,手 術により治癒

し胸部所見は異常なく,特 に経過が悪かったとは考えら

れなかった。 ト)合 併症。6年 間の経過申,死 亡せる者

が2例 あったe1例 は3才 男児で,昭 和24年8月26日

(発見後6ヵ 月),麻 疹兼消化不良症で死亡した。この例

では24年7月 注射部,腋 窩部の変化があったが胸部所見

は判定不能であうた。他の1例 は7才 男児で貧血兼蜘虫

症で昭和28年2月16日(発 見後4年)死 亡した。本例は胸

部レ線所見は判定不能で局所は注射部及び腋窩の初期変

化群を形成し,昭 和25年 注射部は治癒し腋窩腺腫が残っ

たが,26年 以降異常を認めなかった。この死亡例は事情

の為病理解剖は実施出来なかった。生存せる者で合併症

のあったのは昭和24年7月5才 女児の腰椎カリエス1例,

昭和29年11月 角膜肇膜炎を起した8才 女児と14才 女子の

2例 であった。眼所見を起した2例 の申,前 者は局所変

化が極めて広汎で再発を繰返し26年 願下淋巴腺摘出に依

り初めて現在異常なしと言われた。後者は胸部異常なく・

局所は25年7月 注射部の変化なくザ腋窩淋巴腫脹を示し

手術を受けたのである。 〔治瘡及び指示〕治療は主とし

て局所変化に対し昭和24年 中に頻回に行われ,そ の後は

急激に減少し,現 在は局所治療を行ってい る者なく眼所

見者の治療のみである。外科的には膿痴の切開排膿・淋

巴腺摘出,廓 清等が主であって個々の症例に就て数回行

われたもの もある。SMは7例 にV3920回 注射を昭和24

年 に行い,そ の中6例 は手術 も併用された。手術前SM

注射例,放 置例3群 の比較検討は主として外科,島 田・

沓沢両氏が行ったが`SM注 射例,手 術例は経過に好影響

を及ぼしたとい う。指示は現在,外 科的要注意3名,眼

科的要治療2名 を残すのみで内科的には特記すべ き所見

者はない。 〔結諭〕私が観察した接種結核症は局所所見

を有する37名 が大部分治療によって治癒に到達し,内 科

的には重要なる合併症を来 したものはなく,経 過中2名

が非結核性疾患によって死亡,2名 が眼合併症を来して

治療中である。

7.薬 剤による結核発病阻止の研究(第3報1

大西積守(名 大予防医学)

〔緒醤〕 結核感染認知後の積極的発病阻止対策の一つ

として,抗 結核剤を使用するこころみの動物実験的研究

は,既 に第1報,第2報 として発表した。第1報 ほ入間
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の場合に擬し,ツ 反応陽転認知後,投 薬を開始した場合

について,第2報 は動物実験では通常結核菌の感染の成

立は即ち発病の成立を意味するとの考えのもとに感染前

より投薬を開始した場合について,結 核病変出現阻止効

果並びに臓器組織内結核菌の薬剤耐性度について実験し

た。今回は結核菌感染と同時に投薬を開始した場合の成

績について発表する。 〔実験方法〕 海狭43匹 を5群 に

分ち,SM群 ・PAS群 ・TB1群 ・INAH群 ・対照群とし

た。SM・TB,・INAHは 各0.05mg,O.2mg,5.Omg,

PASは20・Omg,40・Omg,100.Omg(各perkg,per

day投 与 量)の 各三つの異った投与量とし,各3匹 宛 と

した。対照群は7匹 で,薬剤を投与せず,溶 媒の生理的食

塩水のみを注射 した。感染結核菌はH37Rv株0.01mg

(viableUnit10}3稀 釈 で58)で 経気道性に感染せし

め,同 時に,前 記各薬剤,各 薬量を24週 間1日1回 週6回

単独に持続投与した。而して,体 重,一 般状態の推移及

び生存期間,肉 眼的剖検所見,病 理組織学的所見,臓 器

組織内結核菌定量培養成績,血 清蛋白分屑 値 の変 動,

R6mer反 応 の推移,臓 器組織内結核菌の薬剤耐性度に

ついて観察した。 〔実験成績〕①体重:一 般状態の推移

及び生存期聞:結 核菌感染後の体重減少の恢復は,投 薬

群は一般に5～6週 で恢復するのに対 し,対 照群は遅延

の傾向を示しノた。しかし1ながら投薬群間では著差はみら

れなかった。実験終了時の体重増加率は投薬群,対 照群

間に著差はみられなかった。又,生 存期間は同様両群間に

著差はなかったが,INAH投 与群はすべて実験終了の第

24週 まで生存し得た。一般状態は概ね体重の増減に平行

していた。②肉眼的剖検所見:抄 薬群は一般に対照群に

比し所属肺門淋巴腺の腫脹が軽度で,肺 肝脾の結,核,結

節の形成 も少なかった。殊にSMの5.Omg,TB,の5.O

mg・INAHの0・2,5・Omg投 与では顕著に結核性変化

が少ないか・或いは殆んど認められなかった。対照群,

PAS群,殊 に前者では,脾 重量の顕著に大なるものがあ

った。③病理組織学的所見:対 照群は一般に病変の程度

が・強く乾酪化を伴 う定型的の ものが多かった。SM群

は殆んど病巣はみられず,殊 に5・Omg投 与 では,病 変は

認められなかった。PAS群 は比較的病変が強かったが,

100mg投 与ではかなり病変が少なかったcTBi群 はPAS

i群よ り病変が少かった。INAHは 一般にきわめて病巣が

少なく・殊に5・Omg投 与では殆んど病変はみられなかっ

た。④臓器組織内結核菌定量培養成績:拶 薬群は対照群

に比し一般に集落の発生がきわめて少なかったが,殊 に

SMの5・Omg,INAHの5 .Omg投 与 では集落の発生は全

くみ られなかった。⑤血清蛋白分屑値の変動:菌 感染後

第13週 と実験前対照を比較す ると対照群はTotalPro.

teinに 一定の傾向はないが,Albuminの 減 少,qGlo.

bulinの 増加を示 レ・ β・Globulinは 一定の傾向な く
,

γ一Globulinは 顕著に増加を示した。これに対し投薬群も

程度は軽いが同様な傾向を示したeし かしながら,INAH

の5。Omg投 与 ではAlbuminの 増加,α ・Globulinの

減少,γ ・Globulinの 減少乃至類似を示した。菌感染後

第24週 と実験前対照を比較すると,対 照群は第13週 の傾

向を更に強 く維持していたが,SMの0.2mg,5.oing,

INAHのO.2mg,5.Omg疫 与ではAlbuminの 増加,

α・Globulinの 減少を示し γ・Globulinは 実験前 と大差

を示さなtSが,減 少の傾向を示した。⑥Rδmer反 応の推

移:実 験前,第3週 には10倍 稀釈旧ツ液により,第8,

18,24週 では100倍 稀釈旧ツ液により検査したが,対 照

群に比し,投 薬群に ツ・アレルギーの増強,減 弱等の一

定の傾向はみ られなかった。⑦臓器組織内結核菌の薬剤{

耐性度:培 地の薬剤含有量10γ で集落の発生をみたのは

SMの 肺門淋巴腺,脾 におけるもののみで,他 はすべで

5γ以下であった。INAHで は,す べて1γ 以下であっ

た。100γ以上で集落の発生したものは1例 もなかった。

〔結論〕 ①生存期 間の点からINAH投 与 は全部実験終

了時まで生存レ得た、一般状態 も又 きわめて良好であっ

た。②臓器組織内結核菌定量培養成績からみると,SM,

INAHが 最 も優れていた。③病理組織学的所見か ら病巣一

発生抑制効果はSM,INAHが 最 も優れ,次 いでTB、,

PASの 順であったe④ 血清蛋白分屑値の変動か らみ る

と,結 核菌の侵襲はSM,INAHの 高濃度投与に少ない

と思われた。⑤臓器組織内結核菌の薬例耐性度はSM投 一

与に最 も高 く,INAH,TB,,PAS投 与では高度でなか一

った。以上の諸成績か ら結核病変出現阻止効果並びに臓

器組織内結核菌の薬剤耐性度からみた予防効果はINAH.

投与が最 も優れていると考える。

〔追加〕 北沢幸夫(健 保療松籟荘)

われわれは昭和25年 以来実験的家兎肺結核症にPAS,

INAH,TBi等 を使用し,そ の効果をレ線病理学的に検r

討 してきた。かかる抗結核剤の効果は初感染の場合はレ

線陰影皮現前と出現後とでは非常に異 り,出 現前では終

止陰影の出現は見 られず,細 葉性繁殖巣にとどまるが,

出現後では2カ 月の場合は大葉牲の滲出性病巣で殆んど

対照と差を認めぬが,6カ 月の場合増殖性傾庵が強まっ

ている。ツ反は陰影出現3日 前に陽転 している。治療に 一

依るツ反の陰転は認められなかった、再感染では化療を

再感染19日 前より,或 は直後より行 うも早期に出現する,

アレルギー性炎を阻止し得ぬが吸収を促進する。吸収が

さまたげられたと思われ る際は癩痕組織が見 られ る場合 一

がある。しかし再感染の場合でも再感染後は早 く治療 し

た ものの方が乾酪化が少い.従 って人体について発病防
　

止の化療を行 うとも,初 感染に引続いて発病す る場合と

再感染による発病の場合 とでは,病 巣の形成の有無に於 ζ

いて全 く異っていると考えられ る。

8・ 結核菌の細胞学的研究(第3報)核 の消化法
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湯浅明 ・平野正(東 大教養)鈴 木治(国 療清瀬)曽 根

正陽(医 務局)

結核菌には形態学的にみて核と思われ る小体があり,

この核様小体がFeulgen反 応陽性を示すかどうか,ま

たDNAを 持つかどうかは,こ の小体が真の核であるか

を決定するための重要な点と思 う。 この想定 を 実 証 す

るためにわれわれは次の実験を行った。 材料はMyco・

ゐacterium607を 用い,第1の 方法は,滅 菌蒸溜水にと

一かしたDNase ,RNase,あ るいはDNaseとRNaseを

!同時に働かせ処理し,第 二の方法では,酵 素はVeronal

・緩 衝液(pH=7.4)に とかして用いた
。第1の 方法は0・K

培 地に24時 間及び48時 間培養し,手 ぶ り方法により得

た菌液1CCに 対 し酵素液1ccの 割 合に入れ,一 定時間処

理後検鏡した。酵素液はDNaseO」mg/cc,pH7.5RN

;aseはO.5mg/ccpH7.5の ものを作った。作用時間は

;DNaseは24時 間培養,48時 間培養の もの も共にで36。C

欄で10分
,30分,1時 間,2時 間,3時 間,4時 間,RN

:aseで は同様,24時 間,48時 間培養のものも同じく36。C

で10分,30分,1時 間,2時 間,3時 閲,4時 間,DNase・

LRNase混 合液 も同様24時 間,48時 間培養の ものにつ

いて,360Cで30分,60。Cで30分 ずつ作用きせ,ま た

2時 間,3時 間,'4時 間の ものについては各半分ずつの

崎 間を,36。Cヂ60。Cに て処理した。酵素処理の停止方
一法はHCIを 使 用せず

,早 急に乾燥して止めた。第2の

」方法は,0・K培 地に70時 間培養した ものから,手 ぶ り

・法で菌液を作った
。酵素液を得るため,Verona1緩 衝液

《pH=7 .4)を 作 り,こ の申にDNase,RNaseを それぞ

.れ とかし,0。Cに 保存した。菌液1ccをDNaseで,36。

Cで,3,5,7時 間処理し,RNase52。Cで,3,5,7時

9間処理,酵 素液は菌液量と等量にし、た。濃度は,DNase

lmg/cc,RNaselmg/10ccと した。培養24時 間の菌で

DNaseを 働かせ乾燥し,ゲ ンチアナ紫で染色した。10

・分間酵素処理の ものは菌体申に薄く染まる核と思われる

粒状体を見るが,作 用時間が長くなると菌体は次第に一

様に薄く染まる,4時 間処理の ものでは菌体は一様にな

るeDNase処 理を行わない対象では,デ ンチアナ紫に

よって菌体中に核様の小体が染まる。同じ材料をFeuト

:gen染 色すると,対 象では核様小体は淡紫色に 染 ま る

が,DNase処 理10分 の ものは核様小体に反応色がわず

かに現れ,き らに長時間処理すると次第に薄くなり,3

・鋳 間以後の ものでは殆んど反応は見 られない。培養48時

,間の菌 も大体同 じであるが,多 少染色濃度のちがいが見

られる。培養24時 間でRNaseを 働かせた菌では小体は

ゲンチアナ紫に もFeulgenに も染まり,時 間の変化に

よって もほとんど染色に変 りはない。4時 間処理の もの

では,多 少菌体が変形 した。DNase,RNaseを 等量に

まぜて働かせ ると,10分 処 理の ものでは小体は明らかに

染まり,細 胞質は全 く染まらないが,4時 間では小体は

極めて薄く又変形し,細 胞質は多少染色した。48時 間培

養のものでも同じであるが,染 色は多少薄かった,こ れ

らの実験結果から,小 体にはDNAを 含 み・DNaseで

消化され ること,細 胞質にはRNAが あ り,RNase処

理によって多少消化され,菌 体の変形が起 きると想像 き

れた。染色をほどこさない資料を,電 子顕微鏡で検鏡す

ると,前 述の実験結果とほぼ平行の結果が認められた。

RNaseで 処 理レた菌体が,染 色一様 となり,醒 子顕微

鏡で黒く見えるのはDNAが とけ出して一様に菌体に拡

がったためと思われ る。第2の 方法では,Feulgen染 色

によって,対 象では小体はわずかに染ま り,DNase3

時間処理の ものでは薄く染ま り,5時 間,7時 間処理の

ものでは全く染まらない。"RNase3時 間,5時 聞,7

時間処理の ものでは菌体は多少ふ くらみ,小 体は薄く染

まる。DNaseとRNase混 合(1:1)で36。C3時 聞,

52。C3時 間おいたものではジ菌体は多少ふくらみ,小

体は きわめて薄く染まる。電子顕微鏡により観察 しても

同じような結果を得た。本実験はDNaseを 働かせデン

チアナ紫で染め,あ るいはFeulgen染 色で第2報 にお

いて核と思われる小体がDNAを 含むかどうか,DNase

に よって消化される部分を認めようとした。観察結果が

示すように,核 と思われる小体は,DNaseに よ 「),ゲ

ンチアナ紫やFeulgen染 色では薄 く染まり長 く1乍用さ

せ ると染色しなくなる。このことは核様小体にDNAの

あることを証明し,核 に相当するものといえる。 し・かし

核様体の構造については,な お研究の余地があることは

認めている。

〔追加〕 高橋義夫(北 大結研)

写真がないのでよく分らないが,演 者は結核菌のいわ

ゆるMuchの グラヌラ(Fontesで 若い菌体の両端によく

そまって来る),Ernst。BabesK6rperchen,Volutin

K6rperchenな どと従来よばれているものを核と判定し

ているように思 われる。 この小体は電子顕微鏡的 には

non・transparentで 黒 くうつって来るらしいが,こ の小

体は菌が古 くなると型態が不明瞭になり,つ いに菌体内

に見えなくなる。従って従来の核の概念とは少々異るよ

うに思 うeわ れわれのところで もこの小体をFeulgenで

そめようとしているが仲乃うまくいかない。又Wemer

等は これは核ではなくて,核 は別にあるともい って い

る。以上の点を今後注意して研究すべ きだと思う。

〔追加〕 山申太木(大 阪医大微生)

希望であるが,こ の種の報告には写真を示 して講じな

いと理解が出来ないので実物写真を掲示きれたい,

〔質問〕 庄司宏(阪 大微研竹尾結研)

唯今の実験は生菌に酵素を作用させたのか、死菌の混

在を考えるが,総 ての視野が同一所見であったか登

〔回答)

Feulgen染 色で証明出来 るが,わ れわれは培養i初朔
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の菌を使用してい るのでこれがMuchの 穎粒であるか

積極的証明方法 もないのでわからないが,今 後 この点に

ついても研究を進めたい。

②生菌で実験したつ もりであるが,死 菌の介入 もきけ

られないと思う。

9.結 核芭体成分の研究(第5報)結 核多糖体の病理

組織学的研究

久保久俊 ・森清治 ・名取静子(久 保研究所)

〔実験方法〕 人型結核菌より抽出せる多糖体(金 大結

研柿下教授より恵与)。実験動物は家兎。結核生菌感染に

は牛型を用いた。①結核多糖体の抗原性に関する実験:

家兎の皮下に結核多糖体を10。 πigず つ2回 繭処置して

わき,そ れより2日 の後に生感を行って,肺 結核症の経

過を病理組織学的に追究した.実 験群の肺結核症と対照

群のそれとの間に,病 理組織学的に明確な相違が認めら

れなかった。 かくて本実験に用いた結核多糖体はhap・

tenで あろう。②結核多糖体の実験的肺結核症に及ぼす

影響についての実験:α)第1次 実験。動物に生菌感染を

行い,そ れより4日 後か ら結核多糖体を第1群 には10轍3

mgず つ,第2群 には10emgず つ静脈内に隔日毎に反復

注射レた。第3群 は後処置をしない対照。10-3mgの 多

塘体で後処置した第1群 では,肺 結核症の結節が3群 の

うちで最も大 きく,且 つ多発していたφ組織学的には周

局炎が強くて結節が相互に癒合して,大 きい病巣を作っ

ていたeそ の割に乾酪化が軽度であった◎ 次に100mg

で後処置した第2群 では,肺 の結節は大 きく且つ多発 し

ていた。組織学的には乾酪化が申等度に出現していた。

結節を構成する細胞は主として類上皮細胞,巨 細胞の出

現せる例が多く,好 銀線維の増殖は申等度であったが,

その肥厚乃至は膠原化が他群に比して顕著であったα対

照群。生感に用いた結核菌の毒力が強かったので,動 物

の体重プロキロ10塵2mgの 感染であったのに,生 感から

4週 前後で大部分の動物が高度の肺結核症で死亡した、

組織学的には類上皮細胞結節が多発していた。7例 のう

ち3例 では乾酪化がやや強 く,病 巣の大 きい割に乾酪化

の軽度であった3例 では結節を構成する類上皮細胞の分

化がすすんでいて,繊 細な好銀線維が禰漫牲に増殖して

いた。(v)第2次 実験。動物を4群 にわけ,ま ず生菌感染

を行って4日 後から第1群 には多糖体を10-6mgず つ,

第2群 には10騨3mgず つ,第3群 には10-emgず つ静脈

内に反復注射した。第4群 は後処置のない対照。第1群

では7例 のうち4例 に高度の肺結核症が出現し,他 の1

例には軟化空洞の発生があったe最 初に死亡した1例 を

除いた6例 には大 きい結節が出来ていて,周 局炎 も多少

の程度に発現していたe7例 のうち5例 には乾酪化が申

等度であった。結節を構成する細胞は主 として類上皮細

胞で,紡 錘形の ものが比較的に多い例があり,巨 細胞 も

全例を通 じ多少の程度に出現していた.好 銀線維の増殖

も全例を通じかなり著 しく,こ とに4例 では顕著であっ

た。第2群.7例 の うち4例 では肺結核症が高度で・肺

の割面が肉眼的に肺炎状を呈していた。掬眼的に肺炎状

を呈していた4例 では,組 織学的に周局炎が強くて・そ

のため結節が相互に癒合して大 きい病巣とな一ていた,

このうち1例 だけには乾酪化が高度であった これに反

C他 の3例 では乾酪化が軽度で,好 銀線維の増殖が強か

った。残 りの3例 では乾酪化が申等度であづた このっ

ち2例 には軟化空洞の発生が証明きれた。 これ等の3例

にも好銀線維の増殖が強かった。第3群 。7例 のうち4

例は肺結核症が高度で,そ の割面が肉眼的に肺炎状を呈

していた。この4例 のうち2例 には乾酪化か甚だ高度で

あった。残 りの3例 のうち1例 では乾酪化が甚だしく高

度であった。本群で も肺の結節は他群と同し1大 きかっ

たが,乾 酪化は他群に比 して高度であった。これ と並行

して増殖性反応は他群に比して軽度であった一対照群、

7例 のうち1例 において,肺 の肉眼的所見が肺炎状を呈

していた。他の例では,超 粟大から米大乃至は小豆大ま

での結節が中等度乃至は高度に発生していた 粗織学的

には7例 のうち3例 に乾酪化が高度で,他 では申等度乃

至軽度であった。増殖性反応は・一般に申等度であった、

要約。第1次 並に第2次 の実験成績をみるに,実 験群 と

対照群との間に肺結核症の肉眼的に も組織学的に も相違

が証明きれた、か くて結核多糖体を結核動物に反復する

と生体内に抗原抗体反応が出現して,そ の結果,実 験群

と対照群 との肺結核症 に相違 が起 きた もの と考 えられ

る。実験群の相互間の肺結核症に,量 的並に質的の相違

が証明された◇これは各群に於て反復される抗原抗体反

応の量的な相違に起因するものと思料したい,

le.抗 菌性物質の作用下に於ける結核苗の形態的変化

について

多賀一郎 ・大山馨 ・浦上則一(富 山県立中央病院)

私達は結核菌の形態に及ぼす抗菌性物質の影響を検討

する目的で,電 子顕微鏡を用いて観察し,先 の総会にも

その成績を報告した。但し従来 までは主として培養 した

菌苔を磨砕して単独菌を作 り,こ れに抗菌性物質を試験

管内で作用せしめて標本を作った。従って,① 使用した

結核菌は発育の状態が一様でないということ、②次に前

化 もって機械的作用を受けているので,結 核菌の形態的

変に考慮が払われなければならないこと。③蔓にいわゆ

るRestingzellの 状態で作用をきせたものであるという

こと等のために,抗 菌性物質の結核菌に対する1乍用を正

確に判定することが困難であったと考えられた。そこで

今 日はこれ らの点を考慮して,個 々に分離した結核菌を

膜面に培養して,同 じような発育状態として,こ れに抗

菌性物質 も加えて更に4～5日 間培養を続け,そ の形態

的変化を電子顕微鏡にて観察した。使用した薬物はSM

INAH,PASで あ る。濃度はそれぞれ5万 倍と50万倍
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とを用い・結核菌は人型株である。①SMに 於てはまず

濃度の高い方が結核菌に対して強い変化を与えることが

認められる,そ して所謂穎粒に相当する菌実質は電子の

透過性が不平等 とな り,恰 も一部に萎縮しているような

菌や,又 影が薄くなって菌実質が僅がに残っているもの,

バ ラバラに分裂しているようなもの等がみ られた。5万

倍の高濃度のものでは,こ の菌実質の崩壊が著明にして

殆んど菌膜のみとなっているもの もみられた。菌体それ

自体 としてはいくらか膨化 しているような傾向がみられ

た。そして菌膜はさほど著しくないように思われた。②

INAHを 作用させた場合には,SMよ りもより強い作

用を及ぼす もののようで,菌 実質に於てはSMと 同じく

萎縮障害きれて,電 子透過性はよくなって影がうすくな

っているが,又 他方には菌膜 も影響をうけ,菌 実質がみ

られず菌膜のみが萎縮したようなものがみられた。③P

ASを 作 用きせた場合は,SMと 類似 した所見がみられ

たが,そ の変化はSMよ りも弱いようであった。 即ち

高濃度では菌実質の障害は著明にみられたが,50万 倍の

濃度では軽度であり,そ して菌膜に於ける変化はSMと

同じく余 り認められなかった。菌の長 さについては延長

してい るように思われたが,培 養 して発育申のためにそ

の比較は難しいと考えられる。結論 として,① 培養した

状態で結核菌 に抗菌性物質 を 作用させた場合は,所 謂

Restingzellの 状態で抗菌性物質を作用させた場合よ

りも結核菌は強い変化を受ける。②SMとPASは 結

核菌の菌膜よりも所謂願粒の菌実質に強い変化を与える

もののようにみられ,そ の作用はSMの 方がPASに

比 して強 く作用する。③INAHに 於 ては前二者よりも

菌膜の変化がより著明のようで,SM,PASと 作用機

転の相違があるものと考えられる。

〔質問)高 橋義夫(北 大結研)

染色実験は並行 してやっていないか。

〔質問〕 君野徹三(国 療大府荘)

Restingce11の 方が,培 養菌に比して薬剤の影響を

受け難いとの事だが,そ の理由はどの様に考えておられ

るか。Restingce11に 何か特別の条件があるのか。

〔質問〕 川田十三夫(鳥 取大細菌)

①SM,INAHの 菌に対す る作用時間はどれ く らい

か。②菌体が一部融解するような像に対してはSMそ れ

自体の作用の他に,菌 の死滅による二次的な作用として

自己溶菌 も考えられるが,こ の点はどうかe③Autolysis

に対 しては トルオールを加えてしらべられたそうだが,

その際の像は如何◎

〔回答〕

① やってない。

② 不 明。

③1時 間よ り5日 迄である。菌の死滅による自己溶

菌に対してはコントロールを置いて常に比較 した¢ 又

SM50万 倍 の濃度をも作用させたが,こ れはSMの 静 菌

濃度 という点を考慮に入れてあ り,そ して使用した菌そ

のものが培養後5日 迄の発育途上の菌であるとい うこと

か ら,自 己溶菌による像 との混同は余 りな い と思われ

る。但 しこの点については爾充分検討してみる。 トルオ

ールとお聞 きになったのはコント山一ルとお答えしたの

である。

〔追加〕 山申太木(大 阪医大微生)

菌体細部構造の観察には更にShadowingを 施 レて見

られるともっと明瞭になる。然 らざれば詳 しい点は全く

不明である。(今 示 された写真では)。

11.抗 結核剤下に於ける結核循の形態学的研究

馬場真(国 療新潟)

SM,PAS,INAH及 びTBユ の結核菌形態に与える

変化を追求す ると共に,一 方薬剤を加えない培地に結核

菌を発育せしめ,艀 卵器申に1力 年以上放置,1カ 月毎

に形態を観察,所 謂退行変性過程の形態変化をも追求し

た所,薬 剤の成績と比較して興味ある成績を得た。試験

管内実験には結核菌H37Rv,培 地は岡 ・片倉培地及び

Pr◎skauer・Beck変 法培地を使用した。 観察点として

はZiehl・Neelsen染 色法により,菌 長及び染色性や形

態所見を,又Font6sの 穎粒染色法により穎粒数とそ

の配列状態等を覧察,合 せて抗煮沸試験をも試みた。以

上の成績から結核菌は抗結核剤の有無にかかわらず先ず

数珠状形態をとると共に染色性に変化を来 し,や がて多

形態の出現 とな り,就 申黒赤色に染色 される菌が多くな

る事,穎 粒染色では多穎粒形態の増加後僅少穎粒形態の

増加を来し,且 つ抗酸性の減弱等の過程をとる点はかな

り興味ある所である。しかして諸形態の分布状態から各

薬剤の影響を見るに,薬 剤を使用しない所謂退行変性過

程においては時 々伸長菌の増加時期 も見られるが漸次短

縮傾向をとるが,SMは 短縮形態より伸長形態が勝 り,

且つ数珠状形態及び多穎粒形態が著明である。PASは

短縮形態が梢勝るが,試 験管内に於ては高濃度下では伸

長形態が著明であった◎しかしてバラ紅色形態が多い。

INAH及 びTB,は 短縮形態が勝ってい る。 又喀疾内

では穎粒の少ない束状形態出現がかな り著明であった。

以上の結果から薬剤による菌形態を云々する場合には菌

長,籍 粒数を計測するだけでなく,諸 形態菌の分布変動

に注意しなければならないものと思う。

12.結 核菌に見出された一未知核酸類縁物質に関する

知見補遺

田中伸一 ・杉林礼三 ・山名弘哉 ・黒沢武生 ・山本正彦

・伊藤和彦 ・広瀬久雄 ・山本達郎(名 大第 一内科)

SM耐 性 問題を研究中,一 つの未詳RNA類 縁物質の

好在を認め,興 味ある事には7分 水解燐を可成 り多量持

つ事を報 じた。今回はこの物質の精製法を吟味した、 ト

リク・一ル酢酸抽出物よ りBa「iumacetateでPH
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蛋》5の 酸性で不溶性Ba塩 として捕捉,次 いでSOC一

共存の下にBa・ をはずし,Hg塩 として沈澱 きせる。こ

れをH2SでHgSと しこ脱水銀 して,ア ルコール沈澱

を行い精製出来 る事を認めた。かくして精製 したものも

やはり可成 りの7分 水解燐をもち,BialのOrcinHCl

反応陽性,塩 基をHClで 加水分解後Dowex50を 使

用するイオン交換樹脂クロマ トグラフィーで検討してみ

ると,RNAの 構 成塩基たるアデニン,グ アニン,チ ト

シン,ウ ラシールをもつ事をみとめた。 この物質は トリ

クロ・一ル酢酸(TCA)や 過塩素酸(PCA)で 抽出可能

な点より幾分低重合のRNA類 縁 物質 と思われる◎然

し乍 ら上述のBa塩 による調製法はATPの 様なMo・

nonucleotideと 藏然と分劃する事の至難な事と,一 且

Ba塩 にす ると塩酸々性の過激な条件でなければBaSO,

としてBaを はずし得ない事 も判明した。恐 らく高分子

RNAとMonenucleotideと の中間に,か かる中等度の

重合度のARN類 縁物質は連続的に存在 す るものであ

ろう。従って私共はイオン交換樹脂クロマ トグラフィー

により精製する方法を吟味した。 強塩基姓のDowexI

及 び弱塩性のアンバーライ ト4Bが 可能性がある。酸牲

樹脂は不適の様に思われる。先ずDowexIや4Bで 検

討の結果,酸 溶性で,従 来のNucleotideよ りはるかに

イオン強度の大な所で溶離 してくる物のある事 を み と

めた。この物は上述の如 くアデニン,グ アニン・チ トシ

ン,ウ ラシー-vvをもつ事Ribose,7分 水解燐をもつ

事はやは り同様である。今後更に続いてこの物の性質を

明かにするζ共に生理作用,例 えばRNA及 びProtein

の生合成,liikl!k[iにお ける立揚 この7分 水解燐の意義は

将来追究すべ きでなかろうか。

〔質問〕 山中太木(大 阪医大微生)

初 めの方の抽出操作を教示願 う、

〔回答〕5・v10%eTCAで 約15分 遠心管内にてガラス

棒にてねる。この遠心上清を濾過する。て の操作を3～

4回 繰返えす。 かかる物質の抽出 される難易 は,菌 の

Age,菌 の培養条件で多少相違するものであろう。

〔質問〕 堀三津夫(阪 大竹尾結研)

演者の精製された物質がSM耐 性菌にのみ存在するか

どうか,SM感 受性菌にみられないかどうか。というこ

とについておきかせ願いたい。

〔回答〕 抽出法の吟味によって,SM感 受性菌にも存

在する事が分った。SM耐 性菌に存在するそれ との異同

は目下の所全然分らないが,Ionexchangeresinchro。

matographの 精 細な検討により定性 ・定量的に検討し

てみたい。

〔質問〕 庄司宏(阪 大微研 ・竹尾結概)

この度,分 離された物質にもPeptideが ついている

のか。アルカリ側pHの 電気泳動では物質が分解 して斑

点が割れ るという経験はないか。

〔回答 〕Ba塩 と し,次 にHg塩 に し た も の は ・

Peptideが つ い て い るeIonexchangeresinchroma-

tographでPolypeptideは 早期 に溶 離 きれ るの でNu'

cleotideと 分割 す る事 が 出 来 る。 一一般 のNucleoprotein

で も分 割 出 来 る様 で あ る。 この 様 なNucleotideは 菌 体

内で い わ ば 当 該Activeproteinとboundし て 重 要

な働 きを演 ず るで あ ろ うが,そ れ が このBa塩 → ・Hg塩

に した 時,と れ て くるPolypeptideそ の もの で あ るか

否 か は全 く不 明 で あ る。

13.結 核 菌 に 於 け る菌 体 内GIutamin酸 の 消 長 に つ

い て

伊 藤 文 雄 ・青木 隆一 ・菅 野忠 彰(阪 大 第 三 内科)

結 核 菌 に於 け る蛋 白合 成 機 転 の 一 端 を 覗 見 す べ く,

Gale等 がStreptococcusそ の 他 で行 った方 法 を 用 い て

菌体 内Free及 びCombinedグ ル タ ミン酸 の 消 長 並 び

に これ 等 に及 ぼ す化 学 療 法 剤 の影 響 を検 討 した。〈 実 験

方 法 〕 グル タ ミン酸 の定 量 は,大 腸 菌 の グル タ ミン酸 脱

炭酸 酵 素 を用 い,Warburg検 圧 計 に依 りManometo・

ricallyに 定 量 し,乾 燥 菌量100mgに 換 算 し たμMi数

で表 した。 菌 はSauton培 地 に10日 前 後 培 養 し たBCG

竹 尾 株 を用 い,洗 菌 後pH4.4にadjustし た 生理 的 食 塩

水 申 に て37.50C1～L5時 間shakingし て 菌体 内free

グル タ ミン酸 を 減 少 させ た菌 体 を用 い た 。(1)freeglu・

tamin酸 の 蓄 積 を 検 討 すべ く,最 終 濃 度 を 夫 々91uta・

min酸 は20μM!m1,葡 萄 糖1%に な る様 にpH7.2の

phosphatebuffer中 に浮 遊 させ37.5。C1.5～2時 間in-

cubateし た 後,3回 洗 菌 し30分 間boilingwater申 で

煮 沸Uて 遊 出す るfreeglutamin酸 を 定量 した 。(皿)

combinedglutamin酸 の消 長 に就 い て は,前 述 のBC

Gを 最 終 濃 度 夫kglutamin酸15μM/m1,glucose1

%と し,他 の ア ミノ酸1及 びd1型19種 類 は 最 終 濃 度

1・v2μM!m1に な る様 にpH7.2のphosphatebuffer

中 に浮遊 させ37・5。C2時 間incubateし た 後,前 述 の 如

き方 法 でfreeグ ル タ ミン酸 を定 量 し,更 にCombined

glutamin酸 は最 終5規 定 塩 酸 中で10時 間 加 水 分 解 後 中

和 しpH4・4にadjustし て 一 定 量 に稀 釈 し,一 部 を採

りmanOmetriCallyに 定量,freeglUtamin酸 との 差

をCombinedglutamin酸 とし た。(実 験 成 綬 〕(工>

free91utamin酸 の 消長:①boilingwater申 で30分 閲

煮 沸 す る事 に よ り菌 体 内free91utamin酸 は完 全 に遊

出 す る。②Incubationtimeは60分 間 で は 著 明 にfree

glutamin酸 は蓄 積 せ ず,2時 間 で著 し く増 加 す 。 ③

91ucoseは,好 気 的 条 件 で は 著 明 な 影 響 を 与 え ず 。比 較

的 嫌 気 的 条件 で は91ucoseの 存 在 す る方 が 著 明 なfree

glutamin酸 の 増 加 を示 す。 ④ 対 照 に於 け るfreeglu-

tamin酸 の増 加 を100%と し,各 種 阻 害 剤 抗生 物 質 及

び抗結核剤を最終濃度 古 ～1あ。M及 び1～1・ ・γ/m1

とし塒 の阻霰 を検討した.NaN・(M100)8・xy・qui一
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n・11ine(、 器 。>Crystalvi・1et(1・ ・γ1cc)で は 翻 姻

害 を呈 し・2・4"Dinitr・phen・1・KCN・Arsenite(、 器 。)

では全 く阻害 されない。Tetracycline系 抗菌物質Au-

reomycinTeramycinAchromycinは 全 く阻害を示さ

ない。Penicillinは 全 く影響な く,Chloramphenicol

及びTrichomycin(100～10γ/㏄)で は著明な阻害を示し

たe抗 結核 剤 申Dihydrostreptomycin(100～1γ ノcc)

Viomycin(100～10γ ノcc)では著しい阻害を示すが,INA

H,PAS,で は全 く影響なし。 ⑤glucoseを 省 い た

Systemで 各種物質の影響を同様の方法で検討したが,

殆 んどglucoseの 存在する場合と同様の成績を得た。

尚Warburg検 圧法でEndorespiration及 び91yco・

lysisへ 及ぼす影響を検したが特記すべ きものを認めな

かった。(皿)Combinedglutamin酸 の消長:① 最終5

N塩 酸中での加水分解は,10時 間 と18時 間では著明な差

なく,free(10μM前 後)に 対 し,約4～5倍(40μM)前

後のCombinedグ ル タミン酸を含有する。②glutamin

酸 だけの時 はfreeは 増加 するが,Cembinedグ ル

タミン酸は増加 しない。 ③ 皮下用Polytaminを 用

いて,inucbateし た場合,1時 間ではfreeは 増 すが

Combinedは 増加せず,2時 間3時 間ではCombiRed

グル タミン酸は著明に増す。 ④19種 のア ミノ酸をGale

に倣 ってABCDの4群 に分けてincubateし た際,A

群及び全群に於いてfree減 少 とCombined91utamin

酸 の増加を認めるも,A群 を更 に2分 す ると最 早や

Combinedglutamin酸 は増加を示さない。⑤glutamiR

酸 以外のア ミノ酸Complexを2倍 量の(4μMlml)に す

るも著しい増加を示 さず,グ ルタミン酸との間に適当な

相対的濃度を保つ必要あ り。⑥葡萄糖が無い場合には,

freeは 増 加するもCombinedglutamin酸 は殆んど

増加しない◎⑦好気的条件と比較的嫌気的条件 との間に

は著明な差異を認めない。〔総括〕 以上BCGに 於 ける

菌体内free及 びCombinedグ ルタ ミン酸の消長に及ぼ

す種kの 基礎的条件を検討した。 更にfreeglutamin

酸の増加に及ぼす各種化学療法剤等の影響に就 き以上の

如 き諸成績を得た。

〔質問)庄 司宏(阪 大微研竹尾結研)

対照を取 る場合にIn6ubateす る 前 の菌体申グルタ

ミン酸を測っておく必要があると思う。菌を氷冷する時

に菌体中遊離グルタミン酸が外液に漏出する経験をもっ

ている。生菌を用いた場合10μ1CO2を100%に 読みか

えることは危険ではないか。

〔回答〕 対照は氷冷した場合と,温 室に放置した場合

とで行っているが,そ れ以上の検討はしていない。誤差

の範囲は遊離Glutamin酸 の場合 は 士0.8μMノ乾燥菌

体100mg以 内であると考えている。

く追加〕 勝沼信彦(名 大生化学)

各 種ア ミノ酸を添加した時のみ多く結合型 グル タミン

酸が増すといわれ る所から,結 合型として蛋白系の もの

のみをさしている様に思われるが,私 は鳥型結核菌で葉

酸生合成の第一段としてグルタミン酸 とPABAが 非常

によく酵素的に結合されることを報 じてい る。これから

考えても結合型グルタミン酸中には葉酸の端に多 くのグ

ル タミン酸が結合しているV.Be(葉 酸 ポリグルタ ミン

酸 コンヂユゲイ ト)等 によるもの も多 いと思 われ る.

PABAを 添加した時の結合型グルタミン酸増加 も実 験

してい ただ きたい。

14.結 核菌のAmino酸 代樹に関する研究・γ・Amino

酪酸の代醐について

庄司宏 ・山上朗 ・森竜男(阪 大微研 ・竹尾結研皿科〉

先に鳥型結核菌竹尾株がGlutamine酸(GA)を 脱炭

酸して γ・Amino酪 酸(γ一ABA)を 生ずることを報告し

た。この度は γ。ABAが 鳥型竹尾株によりどのような代

謝を受けるかにつ き検討を行った。Seutonの 培地の

Asparagineの 代 りにγ・ABAを 加 えて鳥型竹尾株を培

養すると,よ く増殖し又,Asparagine酸 と γ・ABAと
ゆ

を同時に加えたSouton変 法培地の場合で も,Aspa-

ragine酸 の減少 とともに γ。ABAの 減少が濾紙chro・

matogramに よ り見 られた。 このように γ・ABAが 菌

により何等かの変化を受けて行 くのは明 らかである。第

一の実験として γ・ABAの 脱Aminoに つ き試験した
。

鳥型竹尾株の生菌及びAceton乾 燥 菌を用い,種 々の

pHに 於 て好気的及び嫌気的な γ・ABAの 脱Aminoを

Conway氏 法,赤 松氏法,Indophenol法 で検したが,

NH3の 放出を認める事が出来ず,残 液の γ・ABAの 減

少も濾紙chromatogramで は肉眼的に認める事が出来

なかった。1953年Bessma】m等 がmauseの 脳 による

γ・ABAと α・Ketoglutar酸(α ・KGA)及 び β・ala・

nineと α・KGAと のTransaminationを 報告 して

い る。又Roberts等 はAspergilusfungimatus及 び

大腸菌で もこれを行 うことを発表している。種 々の窒素

化合物を唯一窒素源として含む合成培地に増殖 した菌の

菌体内遊離Amino酸 としてGAは 常に大量に見出さ

れ るものであるが,こ のGA形 成の途 として γ・ABA

及 び β・alanineか ら α・KGAへ のTransamina・

tionを 試験した。〔実験条件〕グ リセ リンブイヨン2日

培養の鳥型竹尾株の洗藤菌30・v40mg/m1(乾 燥菌量)
M 燐酸緩衝液(pH7

.5),基 質20μmoilmlを 混 じ15

嫌気的に2時 間振盈後,そ の反応液の上清につき定性定

量を行 つた。煮沸した反応液及び煮沸しない反応液を濾

紙chrematogramで 見 るに,菌 のみ,菌 と α・KGA,

菌 と γ。ABAと の場合に比して,菌 と α・KGAと γ・

ABAを 混 じたものは著明なGAの 増加が見 られた。

α・KGAと γ・ABA及 び α・KGAと β。alanineと の

TransaminationはpHのAlkali性 側で活性が強

い。 等モルの γ・ABA及 びAsparagine酸 を用い α。

70一
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KGAへ のTransaminationを 検するに γ一ABAの 場

合の方がGA形 成量は多かった。 γ・ABAのAmino

基の移動を尚正確に見るために次の方法でTransami・

naseを 抽出した。鳥型結核菌湿菌量50grを 硝子粉25

grに て磨砕し0・01Mol燐 酸緩衝液pH7.8,50mlを 加

え6時 間擁絆し,同 上緩衝液350mlを 加え氷室に一夜

放置後遠沈し上清を硝子粉を敷い た フィルター で 濾過

し,濾 液を1M酷 酸でpH4.7に し,長 さ約5糎 のアル

ミナの層を一夜氷室放置にて 濾過す る。 アル ミナ層を

pH7・8・ 鍔 鰍 纐 液で灘 し,そ の上清を粗酵素工

と し,濾 液 の 方 を1M酷 酸 でpH4.2と し 遠 心 沈 澱 を
M行 い

,そ の 沈 渣 をpH7.8 燐 酸 緩 衝 液 に とか し これ を15

粗 酵 素 液 ■ とす る。 この 粗 酵 素 液1及 び 皿 を用 い,α ・

KGAのAminationを 見 るに,粗 酵 素1で は な お,

a・KGAへ の 無 機 ア ンモ ニ ャのAminationに よ り僅 か

な が らGAが 生 成 され るが,粗 酵 素1[で は,α 一KGAの

Aminationは 起 らな い。 粗酵 素llを 用 い γ・Amino酪

酸 を 基 質 と し ワー ル ブ ル グ検 圧 計で 見 る に,γ ・ABAの

酸 化 は 認 め られ ず,又 反 応 液 を除 蛋 白 しNesslerization

に よ りNH3の 比 色 定 量 を行 っ たが,脱 ア ミノ も認 め ら

れ な か っ た。 か よ うにTransaminaseの 抽 出 は可 能

で あ るが,な お 活性 が低 く,更 に抽 出 精製 を行 っ て い

る。 γ・ABAのAmino基 の α一KGAへ の 転 移 に よ り

SuccinicSemiAldehydeカS生 成 す る 事 は 反 応 液 に

2・4dinitrophenylhydrazinを 加 え 生 ず るHydrazone

の 濾紙chromatogramに よ り確 め られ た。

COOH

l
CHNH2

1
CH2

I
CH2

COOH

pH5。0-CO2

〕

Decarboxylation

Transamination

/ilP,i←一 リ司 野
CH2CH2

11COOH
CH2

1
COOH

斯 す る に竹 尾 鳥型 菌 はGAを 脱 炭酸 し て γ・ABAを

生 成 し,γ ・ABAのAmino基 を α・KGAに 転 移 し てG

Aを 形成 す る と 同 時 に γ・ABAはSucdnicSemi

Aldehydeを 形 成 す る。lSchemin,Wittenberg等 は

Proteporphyrinの 形 成 にSuccinicSemiAldehyde

が 中 間 体 とな っで い るか も知 れ な い と述 べ,又Raごker

等 はGlyceraldehyde・3・phosphatedehydrogenase

に よ りTricarboxylicAcidCycleに 入 り,炭 素 鎖 の

完 全 な 利 用 に役 立 って い るの で は な い か と述 べ てい る。

NH2

6.,

→6.
、

lH・

→ICOOH

鳥型結核菌竹尾株の この よ うな 循環の内にSucciicn

SemiAldehydeが 出来 るわけであるが,こ のものがど

うなるかはまだ不明である。

15.結 核 菌による1・チmジ ンの分解(続 報)鳥 型結核

菌によるチラミンよIJ新物質N・ アセチル・チラミ

ンの形成

白井裕(大 阪阿武山赤十字病院)

先 に結核菌を1。チロジンを含有する合成培=地に培養し

チロジン分解物としてチロゾール,パ ラオキシフエニー

ル酷酸を証明し,更 に炭素源としてグリセ リンを用いた

培地ではチラミンからもチ嶽ジンからとほぼ等量のチロ

ゾールを証明した。然るにグリセ リンの代 りにグルコー

ゼを用いた時にはチラミンからチロゾールは得 られず,

パ ラーオキシフエニール酷酸と不明な ミロン比反応陽性

の結晶を得た。この物質を純結晶として分析の結果N一

アセチルチラミンと推定したので他方チラミンより化学

的に合成したものと比較して同定することが出来た。

〔実験〕(1)培 養実験:用 いた菌株は鳥型結核菌竹尾株

である。培地はソー トン合成培地のグリセリンの代 りに

3%に ブ ドウ糖を加え塩酸チラミンを0.1%に 含 有する

培地である。この菌株をこの培地21に20日 間培養した。

培養濾液の処理は前報(結 核:29巻8号)の 如 くで あ

り,N・ アセチルチラミンは同報のチロゾール分劃に抽

出されて来 る.こ れの分劃のエーテルを去 り,除 湿器中

で充分乾燥 さす。これに温ベンゾールを加えて溶解し,

加温濾過すると冷却につれ針状の結晶が析出する。これ

を繰 り返して精製すると融点130。Cと なった。これはミ

ロン氏反応陽性であって元素分析値はH(7.18%),(C

67・03%),N(7・67%)で モノー一アセチルチラミン と推定

された。 この培養濾液中には本物質と共に パラ・オキシ

フェニール酷酸 も証明された。以上の実験は5回 繰 り返

され,何 れ も同じ成績を得,対 照の結核菌を植えずに他

σ～操作を同じようにしたものではこれ等の物質は見れ ら

なかった。(ll)化 学的合成:原 理;先 ず塩酸チラミンを

遊離のチラミンとしこれを無水酷酸 と酷酸 ソーダで ヂー

アセチルチラミンを作 り,こ れを2N苛 性 ソーダで加水

分解することによって出来る。方法;a)ヂ ・アセチル・チ

ラミンの合成。これはすでにB.CloettaWUnscheに

よって報告 されてい る、融点は103。Cで 元素分析値は,

C(64・71%),H(6.52%),N(6。36%)で 理論値とよく

一致する。 ミロン反応は陽性である
。これは ミロン試薬

申の酸によってO短 のアセチル基が加水分解 されて離れ

パラ・オキシフェニール基 となって ミロン反応陽性とな

ると考える。b)N・ アセチルザ ラミンの作成。 ヂーアセ

チルチロジンからN一 アセチルチロジンの作成はR.R.

Sealockに よ って報告 されているのでこれにならった。

すなわち0.259の ヂーアセチルチラミンを2N苛 性ソー

ダ15ccに 溶 かし室温で30分 間放置し(こ れにより0位

一 一一71_一
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のアセチル基が離れ る),6N硫 酸 で中和し,僅 かにリト

マス酸性 としてエーテル抽出を行 う(こ れによりチラミ

ンは除去出来る)。 このエーテル抽出液のエーテル を駆

逐し,乾 燥後ベツ ツォールで加温溶解し,加 温濾過する

と冷却と共に 針状結晶が析出した(ヂ ・アセチルチラミ

ンはベンツォール 申に溶存している)。 この物質の融点

は130"cで あって先に培養実験から得た物質と一致し混

融するも融点の低下を見なかった。且つ ミロン反応陽性

でその元素分析値はC(67.10%),H(7.03%),N(7.82

%)で 理論値と一致した.(皿)理 化学的性質と誘導体形

成:N一 アセチルチラミンはアルコール,温 水に容易に溶

け,エ ーテルにもかな り溶けるが,冷 ペンソォィルに不

溶である。 ミロン反応陽性である。濃厚苛性ソーダ(20

%〉 では室温で加水分解 され,Schotten-Baumannの

ベ ンツォイル化で チラミンー升 ベンツァー トが出来 る。

融点170◎Cで 元素分析値でも理論値と一致する。 この

ミ・ロン反応は陰性である。苛牲ソーダを用いずに弱アル

カ リ(10%炭 酸 ソーダ)で 同 じくベンツォイル化を行 う

と,融 点148。Cの 結晶が出来た。元素分析値はC(72.

42%),H(5.90%),N(5。14%)で モノ・アセチル ・モ

ノベンツォイルチラミンと一致し,ミ ロン反応陰性であ

る。ベンツtイ ル基が0位 に結合していることは前述の

チラミンーヂ・ベンツァー トが ミロン反応陰性であること

か ら考えられる。 すなわちOH基 に結合したベンッナ

イル基はアセチル基のように簡単に離れないからミロン

反応は陽性とならないのであろう。其所でこのベンッナ

イル化合物は0・ベンツナイルーNアセチルチラミン とな

り,も との物質はN一 アセチルチラミン と考えて良い。

〔結論〕 結核菌をチラミンを含む合成培地に培養し,そ

の培養濾液中に 分解産物として パラ・オキシフよニール

酷酸と不明の ミロン反応陽控の結晶を得た。この結晶は

元素分析,誘 導体作成等により,ま た一方合成して作っ

たものと一致したのでその合成過程よりNア セチルチラ

ミンと決定した。

16.結 核菌の糖分解型式について

小田稔(長 大細菌 ・国療佐賀)

結核菌の糖代謝を観察する方法には従来指示薬に依る

酸の検出・Warburgに 依 る酸素吸収量測定等がある。

余はペーパークロマ トグラフを応用し解糖型式 を求 め

た。菌株は人型(青 山)牛 型(一 号)鳥 型(竹 尾)非 病

原性抗酸菌(チ モテー)を,糖 はキシロース,ア ラピノ

ース,グ ルコース,ガ ラクトース,ラ クトース,マ ル ト

ース・サツカロ』ス・マンニット,グ リセリンを使用し

た。〔実験 工)ソ ー トン培地上の追求0。5%各 種糖含有

ソー トン培地に1白 金耳の菌を浮澁培養,第2,第5,

第10,第15,第20日 目毎に培地の1部 を12時 間上昇展開

した。展開剤はn・ブタノール,ピ リジン,水 の混合液と

し発色剤はアムモニア硝酸銀及びレゾルチン塩酸を使用

した。チモテー菌,竹 尾菌は単糖類,マ ンニットを5～

10日 間 に分解した。複糖類は分解しない。牛型菌はグル

コースを人型菌は グルコース,ア ラビノース を 分解し

た。〔実験皿〕Schoetensack法:ソ ー トン培地に増殖し

た新鮮な菌苔(チ モテー菌,竹 尾菌は培養第5日 目・人

及び牛型菌は14日 目)を 無菌的に採集,生 理食塩水にて

3回 洗條,脱 湿秤量し0。5%各 種糖含有生理食塩水にで

それぞれ50mg/cc,100mg/ccの 菌液調製,37。Cの 癬

卵器に収め1日 数回振盗,14日 間毎日その1部 をspot

した。チモテー菌,竹 尾菌はアラビノース,ガ ラク トー

ス,キ シロース,グ ルコース,マ ンニット,グ リセリン

を分解し複糖類を分解しない.牛 及び人型菌はグルコー

ス,マ ンニット,グ リセリンを分解しその他は分解しな

い。人型菌は実験1に 於てアラビノースを分解したが実

験11で は14日 で成績を打切ったので非分解 となった。人

及び牛型はマンニットを実験皿に於て明かに分解した。

実験1で は菌の発育不良なるため非分解 となったと考え

る。各菌共通分解糖たるグルコース,マ ンニット,グ リ

セ リンの分解能を比較す るとチモテー菌,竹 尾菌は人及

び牛型よ り強い傾向を示した。 〔実験皿〕葡萄糖分解生

成物の検出。不揮発性酸たる焦性葡萄酸,乳 酸,號 珀酸

等はn・ ブタノール,酷 酸,水 の混合液で,揮 発性酸たる

蟻酸,酷 酸はアムモニア塩として95%エ タノール,1%

ア ムモニアの混合液で展開標準Rfを 定めた。発色剤は

Bromcreselgreenを 使 用した。100mg/cc含 有0.5%葡

萄 糖生理食塩水を37。Cの 鰐卵器に収め1日 数回振邊第

3,第5,第7,第10,第13,第15日 目毎に,1部 を遠

心,上 清を60。Cの 減圧下にて1/20容 に濃縮しspot

して上記有機酸を求めた。チモテー菌,竹 尾菌にては焦

性葡萄酸,乳 酸,簸 酸等を証明した。結核菌に就いてか

かる実験は簡単且つ実用的で分解のみならず分解生成物

にまでその過程を動的に知 り得る点で意義ある方法と思

考する。なお有機酸に就いては衡ケ トグルタール酸,フ

マール酸,オ キザル酷酸等を追加しこの4菌 株につき追

求す る所存である。 〔結論〕以上の実験で次の事を知っ

た。④抗酸性菌の解糖はペーパークロマトグラフに依れ

ば分解のみならずその分解過程,分 解生成物等を直接肉』

眼的によりダイナミックに観察判定出来る。②培養法と

Schoetensack法 の成績はほぼ一致する。③チモテー菌

竹尾菌はキシロース,ア ラビノース,ガ ラクトース,グ

ルコース,マ ンニット,グ リセリンを分解する。ラク ト

ース・マルトース,サ ッカロースは分解しない。④牛型

菌(1号)は グルコース,マ ンニット,グ リセ リンを,

人 菌型(青 山)は アラビノース,グ ルコース,マ ンニッ

ト,グ リセ リンを分解する。⑤各菌株の糖分解能に有意

の差はないがチモテー菌,竹 尾菌は人及び牛型菌より分

解が早い。⑥葡萄糖分解生成物はチモテー菌,竹 尾菌に

於いて乳酸,焦 性葡萄酸,蟻 酸等を証明した。
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17.結 核 菌 のGeneration・timeに つ い て(第1報)

新 明美 仁 ・横 井 敏夫 ・信太 隆夫(北 大 結 研 細 菌 一 主

任 大 原 達 教 授)

結 核 菌 に対 す る血 清,薬 剤等 の発 育阻 止 作 用 あ るい は

菌 の 物 質代 謝 に必 要 な 物 質,成 長 因 子等 につ い て研 究 す

る場 合,被 検 物質 の 菌 に 対 す る影 響 は そ のGeneration

timeが 促進 され るか 遅 延 きれ るか に よ っ て適 確 に判 定

す る こ とが 出来 るe然 し菌 のGenerationtimeは 用 い

られ た培 地,菌 型,菌 種 及 び 測 定 の 方 法 に よ っ て異 る。

す でICYoumans等 はMicrokjeldahl法,Smallino・

culumtechnique等 に よ って結 核 菌 のGeneration

timeを 求 めて 居 るが,我 々は 後 者 を 追 試 す る と共 に光

電 比 色 計 に よ る培 養 菌 液 のopticaldensityか らGe.

nerationtimeの 測 定 を行 って 見 たe(1〕Smallino.

culumtechniqueに よ るGenerationtimeの 測 定 〔実

験 材 料 及 び 実 験 方 法〕 本法 は1947年 にYoumansが 発

表 した もの で我 々は大 体 之 に準 じて実 験 を行 っ た。 す な

わ ち ソー トン培 養 のBCGとkirchner培 地 を 用 意 し,
3

5ccの 培 地 中 に 湿潤 量 と して そ れ ぞ れ10-i,10-2,10幽

10-`,10"s,10騨6,10-7mgのBCGを 含 む よ うな7種

のTubeを 各10本 ず つ 作 り,こ れ 等 のTubeを 贈 卵 器

中 に容 れ,毎 日取 出 し て黒 い 背 景 の 下 で 検 し,肉 眼 的 に

初 めて成 長 の認 め られ た 時 期 を 記 録 した 。 〔実験 成 績 〕我

我 は 上 の 如 くし て3回 実 験 を く り返 して 行 った が,夫 等

のdataを 縦 軸 に 接 種 菌量 の対 数,横 軸 に 日数 を とっ て

図 示 す る とそれ ぞ れ直 線 関係 が 得 られ る。 而 して これ ら

のLineの 傾 斜 す な わ ちGrowthrateconstant及 び

Generationtimeは 次 の 式 に よ っ て求 め られ る。 す な

わちK一 埋aξ 堕G-'讐2但 しK-Gr・wth

rateconstant,a=最 大 接 種量 す な わ ち この 場 合 は10-i

mg,b=最 小接 種 量 す な わ ち この=場合 は10-7mg,t=

培養 日数,G=Generationtimeで あ る。 そ の結 果 第

1回 目の 実 験 で は,K=O.333,G=2L7時 間,第2回 目

で はK=O.375,G=19.2時 間,第3回 目に はK=O.461

G=15.6時 間 とい う値 が 得 られ た 。 か くの 如 く3回 共 菌

や培 地 が 同 じで あ るの にGenerationtimeの 値 に そ れ

ぞ れ多 少 の 差 が見 られ るの は用 い た菌 の 状 態 の 相 違 に よ

るので は な い か と考 え られ るが,こ の 問 題 につ い て は 更

に検 討 を要 す る もの と思 われ る。(皿)光 電 比 色 計 に よ る

Generati◎ntimeの 測 定 。 す で にCalorimeter又 は

Nephelometerを 用 い て培 養 菌 液 の濃 度 を測 定 し,結

核 菌の 成 長 状 態 あ るい は薬 剤 の菌 の成 長 に対 す る影 響 等

を検 し よ うとい う試 み はWolinsky,Steenken,Fisher

らに よ っ てな され て 居 り,特 にYoumans及 びKir・

chheimerはNephelometerを 用 い てH37Rvの

Generationtimeを 求 め て い る。 我 々は これ 等 の実 験

を参 考 に して光 電 比 色 計 を用 い て 培 養 菌 液 のoptical・de・

nsityを 日 を追 っ て測 りGenerationtimeを 測 定 しよ

うと試みた。〔実験材料及び実験方法〕materia1と して

菌はソー トン培養のBCG,培 地 は菌がなるべ く均等に

生えることを目的としてKirchner培 地 にO.05%の 割

にTweenalbuminを 加 えたものを用いた。実験は2

回 くり返して行い菌の接種は第1回 目にはソー トン12日

培養iのBCGを 湿潤量としてPercc10欝1mg及 び10"-2

mg,第2回 目にはソー トン10日 培養のBCGを 同 じく

PerccO.05mg及 び10-2mgと な るように培地に加え,

かかる培地を約4ccず つ それぞれ30・)40本のTubeに

分注して370Cに お き毎日それぞれの稀釈について2～

3本 ずつを任意に取出して光電比色計で大体500,550,

600,650mμ の4種 の波長についてそのopticalden・

sityを 測 った。〔実験成績〕以上の如くして得たそれぞ

れの稀釈,そ れぞれの波長についてのdataをoptical

densityの100倍 の対数を縦軸に,培 養i日数を横軸にと

って図示すると,そ れぞれ直線関係が得られ る。而 して

かく光電比色計で測定したところでは所謂logarithmic

の増殖期は5～7日 の比較的短期間で あ り,そ の後は

opticaldensityの 読みはarithmeticに 増 えるように

思われた。次にこのlogarithmic-phaseのdataか ら

最小自乗法によってGrowthrateconstant(K)を 求

め更に1092/Kに よってGenerationtimeを 求 める

と,第1回 目の実験では大体48～49時 間,第2回 目は

43～45時 間 という値が得 られた。この際KircLner培 地

への最初の接種菌量及 び波長の種類等に よってGene・

rati◎ntimeの 値に大差は見 られなかった。なお最初の

接種菌量が10"'ユmgよ り濃い ものでは対数的増殖期は見

られなかった。これは菌量の多いことによる培地中の養

分の比較的不足がその主因ではないかと考えられる。ま

た10-2mgよ りうすいものでは光電比色計ではその測定

値が誤差の範囲としてしか現われず不正確であるといえ

よう。〔結論〕以上要するに我 々はSmallinoculumte。

chnique及 び光電比色計によるopticaldensityか ら

BCGのGenerationtimeを 求 め,そ の結果前者では

21・7,19・2,15.6時 間,後 者では大体43～49時 間 という

値を得た。

〔質問 ・追加〕 山申太木(大 阪医大微生)

①液体培地での光電比色測定 きれた時試験管口は 厳

封 されたか。②波長別の発育に及ぼす影響は色素形成に

強い関係がある。その点の考慮が要ると思 う。

〔回答〕 ①厳封して行った。②培地についた色を除け

るような波長を用いた。

〔質問〕 遠藤武(慶 大細菌)

Kirchner培 地等,液 体培地に結核菌を培養iして光電

比色計における場合,菌 が平等な浮游液になり難い事に

対す る,何 等かの考慮が払われたか。

〔回答〕Kirchner培 地に0・05%の 割 にTween80を

加 え毎日よく耀 して培養した。②菌の状態が異 るため
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と考える。

18。鳥型結核菌のナイアシン代謝

田中伸一 ・清水俊雄 ・石下泰堂 ・茂兼英寿 ・太下達治

(名大第一内科)

私 共は前回に引続 き鳥型結核菌に於けるナイアシン代

謝の問題につき検討した、今回は先ず鳥型結核菌培養中

に於けるナイアシンの動態を見 るべ くこれを定量的に追

求 した。すなわち鳥型結核菌竹尾株を1白 金耳ソー トン

培地に接種し,日 を逐 うてその培養濾液並びに菌体のナ

イアシン及びその誘導体を定量した。定量の方法として

はケーニッヒの反応を応用したハリスのブロームシアン

反応 とハフのアセ トン縮合反応 とを用いた。その結果培

養濾液内のナイアシンは10日 頃に菌体内のそれは3～4

日頃に最大 とな り以後減少する。これに対してN一 メチ

ルニコチナマイドは培養日数と共に漸次増加の傾向を示

した。なお培養濾液中にはニコチンナマイ ド,DPNは

存在 しなかった。次に静止菌によるナイアシンの分解に

ついてであるが,ナ イアシン→6・ハイドロキシナイアシ

ン以下の申間代謝を追求すべく,菌 体 とナイアシンとを

37。C8時 間躍 した後 トリクロで除蛋白しこれをイオン

交換樹脂クロマ トグラフィーで分離することを試みた。

用いた樹脂は ドウエックス50で 結果は核酸を構成する塩

基に一致す ると思われるフラクシ霧ンに対照に比して増

大をみとめた。次にナイアシンの分解に与る酸素の抽出

を試みたがナイアシン酸化酵素は得 られなかったがアセ

トン菌とした後磨砕上清を硫安分画することにより6・

ハイドロキシナィアシン酸化酵素を一応取 り出すことが

出来た。,

〔質聞}勝 沼信彦(名 大生化学)

菌体内ナイアシンを培養日数を追ってブロームシァン

反応で定暴しておられ るが,結 核菌では菌体内化合物定

量には先ず定量抽出の正確度が定量性を決定する。プロ

ムシアン反応をきれる前にどんな定量抽出法を採用され

たか,又 その抽出法の定量性についての検討はしてある

かお聞かせ願いたい◎

〔回答〕 培養濾液のそれ と,菌 体の濃アルカリ処理に

よる◎いわばTotalniacinと もい うA"き ものを今回は

定量した。後者には,Niacin,Niacinamide,及 び それ

等のN-methyl誘 導 体,Nicotinemononucleotide,

DPN,TPN等 の総てがこれの範囲に入る。御教示のよ

うに抽出法の吟味は非常に大切 で,私 共の経験 で は,

TCA,5%H2SO4Acetonが 有効である。 抽出回数は

3～4回 で実技上よ・い。HCIacetonやPCAは 抽出効

果は若干低いが,以 後の障害となる物 をHCIaceton

では真空濃縮で,PCAで はKOH申 和,過 塩素酸カ

リを濾別で除去出来る点が有利である。Casebycase

で有効適切な手段を用うべきであろう。

19。Transmethilationを 申心とせる結核菌の代謝

と抗生物質の作用点について

山申太木 ・田申英世(阪 大微生物)

私共はすでに人型結核菌のTransmethylationに 就

て,Creatine形 成 をAO・一パークロマ ト法で実験した成

績を報告 した。すなわち基質Glycocyamine,Methio-

nineの 場合は,VitamineB12を 添加した時にのみ晦

かな陽性を示すが,基 質にArginineGlycine,Glyce-

cyamine及 びMethionineを 用 いた時にはそのままで

Creatineを 形成し,VitamineB12を 要 しない。 次に

Arginine,Glycineか ら一且Glycocyamineを 形成 き

せ,こ れにMethionineを 用いた時には,同 様そのま,

までVBmを 要せずCreatineを 形成する。更に結核

菌はCreatineよ りSarcosin形 成 レ,こ れを利用す

る◎培養実験(岡 ・片倉培地,PG(x)培 地使用)で も,

Sarcosinは,Creatineよ りやや有効である。 そして、

INAHはM/1000程 度でもメチール基転位を阻止する

がCreatineか らSarcosin形 成,更 にそれか ら先の利

用の際には阻害効果は示 さない。INAHの 抗結核菌作屠

の本態は・ア ミノ基転位の阻害・VB,と の拮抗等 も挙げ

られているが,私 共は色々の点(濃 度,中 間液,菌 種等〉

から,メ チル基転位程には重要でないと主張する。更に

又,人 型結核菌のメチル基転位通路は単調であって,微

量のINAHで 阻害され,他 の非抗酸性菌の,例 えばチ

フス菌等では通路が広 くてalternativeで あ ることも指

摘 される。野兎病菌や淋菌ではアミノ基転位は旺盛だが

INAH阻 害 は全 くない。 これは又メチル基転位能力を

欠 く点でINAHの 阻害点 もないといえるし,INAH耐

性結核菌(人 型)で はメチル基転位能力に於いて耐性を

示している。その他,ス トマイ,ク ロマイ,テ ラマイ,

レオシリン,ロ イコマイシン,パ ス,チ ビオン等の作用

を人型結核菌のほかチフス菌等を用いて,こ の領域での

影響を比較検討した成績を述べた。特に人型結核菌のメ

チル基転位はINAHの みが阻害 し た。 又INAHは

Asparaginase,Transthiolation等 に大した影響を示

さず,catalaseに は相当関係深い℃ とにも触れた。

〔質問〕 伊藤文雄(阪 大第三内科)

本実験に於ける反応温度を45。Cで 行ってお られると

の事であるが,か かる高温を必要とする理由は如何。我

我はCandidaalbicansの 菌体内Glutamin酸 を放出

せしめるのに50◎C20時 間のIncubationを 行 った経験

があるが,高 温では菌体のAutolysisが 起 る可能性が

あると思う◇

〔回答〕 ④37。Cで も長時間やると出るが,時 間短縮

の目的で45。Cで やっている。3時 間で も出るが6時 間

すると更によく出る。②Candidaalbicansで もやはり

同様に出る、これが結核菌の ものと同一種類の ものかど

うかは未決定である。 ③ 今後Cellfreeで やる段階で

ある。若U起 ったとしても,Autolysisが あってもよ
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と この場 合 は考 え てい る。

20.結 核 薗 よ り分 雌 せ るparticulate】particleの 酵

棄 系 に つい て

楠 瀬正 道 ・永 井 定 ・楠 瀬 恵 美 ・永管 徳 子 ・山村 雄 一

(大 阪 市 医大 ・刀 根 山結 研)

最 近 われ われ は 鳥型 結 核 菌 体 よ り分 画 遠 心沈 澱 法 に よ

っ てparticulateparticleと 考 え られ るfraetionを 分

離 レ た。 このfractienの 生 化 学 的 性 状 は ミ トコ ン ド リ
,

アに類似し,ま た,L-Vン ゴ酸 々化酵素を``conjugate'

の状態で含んでいることも明かにされた(酵 素化学シン

ポジウム10,114,1954)◎ 今回はparticlefractionに

含 まれるコハク酸脱水素酵素の性質について報告する。

便宜上,particlefractionをR,solublefraction

(100.000xg遠 心沈澱上清液)をSと 略記する。(i)

コハク酸の好気的酸化には,Rお よびSの 両者の共存

を必要とする。Rま たはSの 代 りに,チ トクP一 ムC,

ATP,Mg赫,A1+++,Ca3(PO4)2等 を加えて もコハク

酸の酸化はおこらない。(ii)(95%N2+5%CO,)気 流

申,赤 血塩を水素受容体としてコハク酸 々化を測定する

と,Rの みでも若干酸化がおこるが,Sの みでは全くお

こらない。故にコハク酸脱水素酵素はRに 存在すると考

えられる。しかも両者の共存により酸化は著萌に促進さ

れる。次にSを 硫安で分画,そ の0.3～0.6飽 和沈澱部

分をカルシウムゲルで吸着後溶出,再 び硫安で分画した

その0.3～0.6飽 和沈澱部分は,な おSと 同様の促進作

用を示しiた。またこの精製標品申には活性の強いフマラ

ーゼが証明きれる。更にRの みによるコハク酸の酸化は

ブマール酸によって著明に阻害をうけるので,Sの 促進

作用はフマラーゼに よるものであると推定される。(ll1)

2,6・dichlorophenolindophenel(DCPP)を 水素受容体

とした場合にも,コ ハク酸k化 にはRとSの 両者を必要

とし,牛 の心筋からMassly法 に より精製したフマラー

ゼはSに 代用する。至適pHは7.5で あ る。(iv)チ ト

クロームC(牛 心筋 より分離)を 水素受容体とした場合

にも・チトクrs一 ムCの 速 やか な 還元 が550mμ の

opticaldensityの 増加によって示 される。この場合に

もRお よびSの 両者が必要であり,牛 心筋フマラーゼは

Sに 代用する。以上の結果より,コハク酸脱水素酵素はR

に存在するが反応生成物であるフマール酸にsensitine

の ため,フ マラーゼ添加によってフマール酸を除去する

ことが必要である。またこのコハク酸脱水素酵素は,高

濃度のマロン酸と反応前に接触きせても,殆 んど阻害を

うけず,種 受の点で従来報告 され た 動物組織(Keilin

andHartree)ま たは他の細菌の酵素と著しく異ってい

ると考えられ る。(v)Rに コハク酸および精製Sを 加え

ると,550～552mμ に(560mμ 附近にも若干)還 元型

チ トクロームの吸収極大が表われる.ま たコハク酸の好

気的酸化は青酸で若干阻害される.こ れよ りコハク酸の

好気的酸化にはR中 に存在 す るチ トクロームC(又 は

C,)お よびチ トクロームb様 の物質がelectroncar・

rierとUて 関与するものと予想される。

〔質問〕 庄司宏(阪 大微研 ・竹尾結研)

①一昨年報告 きれた無細胞號珀酸 々化酵素 とは この

particleを ふ くむ ものか。② マロン酸insensitiveに

ついてはこの脱炭酸酵素はないか。③Rの 立上 りの悪い

のがフマール酸によるとするな らば,フ マール酸生成の

少ない反応初期にはRはR+Sの 曲線に乗るべきではな

いか。何か他の要因もある様に思われるが。

〔回答〕① 一一昨年報告した無細胞コハク酸 々化酵素は

12,000r.P.m.30分 の遠心沈澱の上清であるから,今 回

のparticlefractionお よびsolublefractionの 両者

をふくんでいる。②particleお よびsolulelefraction

に マロン酸脱炭酸酵素はみとめられない。③仰せの通 り

反応の初期にはRとR+Sの 曲線は一致す る筈である。

しかしSの 代 りに心筋からとった精製フマラーゼでも全

く同様の曲線をとるので,Rの 立ち上 りの悪いのはフマ

ール酸によるものと考えて い る。 この 酵素 の最初 の

productは フマール酸では無 くて,フ マール酸のあるデ

リバー トでこれが酵素に極めて親和力が高いか,ま たは

その平衡が著し くコハク酸側に傾いているという可能性

も考えられる。なお以上はDCPP等 を水素受容体とし

た場合で,酸 素分子との反応に聡けるSの 作用には,フ

マール酸除去以外に更に他の要因が存在するように思わ

れる。

21.抗 酸性菌及びその他2,3のX鯨 廻折に関する

実験

貝田勝美 ・杉山浩太郎 ・宮崎敬(九 大結研)上 田幾彦

(九大第一分校)

1q52年 以来,結 核菌を主とせる抗酸性菌についてX線

廻折に関する実験を進めて来てお り,す でに一部は第4

回九州地方会総会,第28回 日本結核病学会総会,第6回

九州地方会総会に報告しているが,今 回はその後の実験

の進行 と共に各例についての再現性 も検討し,追 加すべ

き新な結果を得たので一一応 まとめて報告 する。Cuの

Kα の一定波長のX線 に関して一定条件のもとにDebye。

Sherrer写 真 を撮影し,各 例のX線 フィルム上の廻折最

haloを 観察し,更 に一定感度に調節した ミクロホ トメ

ーターにか け て,haloの 位 置やIntencityを 確め,

Brag9の 公式を用いて測定値を算出した。このhaloは

各Sample中 の一定波長のX線 に対して,か ような廻折

を起 させる面間隔をもった分子の構造的配列の存在を示

してお り,そ れらの間隔の長短に応じて廻折角は小又は

大 とな り,X線 フィルム上にかような嫁すなわちhalo
む

が現われるわけで,又Intencityの 強弱はかかるAで

現わされる面間隔をもった分子の構造的配列の存在の多

少と関係がある。時間の都合で簡単に主として結果につ
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いて述べたい。1)以 前に結核菌を主とせる抗酸性菌の
ゆ

haloは 殆んど一定の4.26～4.27Aの 位置に現われるこ

とを述べたが,そ の後の実験成績も殆んど変 りはなかっ

た、2)こ れ等のhaloは 菌体の何に関係があるかを検

索する目的を以って,H37Rvの7及 び4週 のソー トン

培養菌について,リ ポイ ドを含む脂質類のFractionを

とり,そ れ らのhaloを 観察した。特に4週 培養のもの

は,一 層確実なhaloの 観察のためUnivasalMoun・

tingCameraを 用いたが,そ の結果はいずれ も,も と

の菌の示すhaloが 燐脂質,結 合 リポイド等のリポイ ド

に依ることを確めた。3)前 述の結核菌のFractionに

関連して1q53年,B10ch等 の行ったいわゆるCord・Fa・

ctorに 関する実験を参考 にして,H37Rv及 び 人Fの

2,4,6週 の ソー トン培養菌のPetr◎leumEther

Extractsに ついてのhaloの 観察結果 も,haloの 示す

性状より,も との菌の示すhaloと 類似が見 られ,な お

若い程sharpな 傾 向が認められた。4)抗 酸性菌以外

の細菌では如何なるhaloか を次に検索した。九大細菌

学教室よ り分与をうけた黄色,白 色,燈 色ブドウ状球菌,

枯草菌,大 腸菌,変 形菌OX・19,チ フス菌,赤 痢菌,ヂ

ラテリー菌,ブ ルセラ菌の2種,九 大皮膚科教室よ り分

与をうけたCandidaalb.等12種 の各菌についてhalo
む

の観察を行ったところ,総 て4.4A以 上のbroadな

haloを 示 し中の一部,例 えば 枯草菌の場合は鏡検下に

うえつぎ12時間後では芽胞はなく,一 昼夜後では視野の

約8割 に,3週 後 は全 く芽胞のみが認められたが,halo

の上でも12時 間後と3週 間後では明かな差異が認められ

た。又他の菌について も多少の特徴があるように思われ

たが,詳 細については省略する。5)人F及 びH37Rv

については生の場合と処理した場合の比較では,以 前に

述べたような,haloが 処 理 した場合は生の場合に比
む

U,や やsharpに な り,や やAで 多く現われるという

傾向はあまり著明には認められなかった。6)人 型結核

菌中の薬剤耐性菌について,主 として患者よ り分離し,

九大結研で保存している菌株申よ り自由に選択した10数

株の観察では,こ の実験の範囲内に於いて,感 受性菌に

比 してややAで 多く現われ る傾向があるよ うに思われ,

特 にSM耐 性菌に認められ るようであった。7)以 上

の結果 をグラフにまとめ,結 論的に述べ ると,縦 軸 に
ゆ

Aでhaloの 位置,横 の上,下 にそれぞれ抗酸性菌以外
む

の菌,各 種の抗酸性菌の名を並べたが,4.4Aを 境 にし
ゆ

て,抗 酸牲菌以外の菌はAで 多く,薬 剤耐性菌を含めて
ゆ

抗酸性菌はAで 少く,し か も耐性菌を除けば殆んど4・22
ゆ

～4。27Aの 一定の位置に現われ るが,こ れは抗酸性菌の

特徴と思われ,就 申結核菌はこれと同じ一定の位置でか

つ他の菌に比 してややsharpなhaloを 示すことは,

結 核菌に特有な ものと思われる。薬剤耐性菌は前述の如
ゆ

く,抗 酸性菌の示す一定の位置よりややAで 多 く現われ

る傾向があるようであり,就 中SM耐 性菌に著しい様

であった。最後に耐性菌については,な お例数を増すと

共に感受性菌に耐性を獲得せしめた菌株との比較 その

他の問題について追究したい。又抗酸性菌以外の菌につ

いて も多少の特徴があるように思われるが,そ れらの異

同について も検討しζたい。なおツベルクリンについての

実験は充分な結論に達していないので・今後の新な実験

にまつ。 ㌔

22.抗 酸性菌の分類に関する研究(第5報)

荒木雅(札 幌医大衛生)

前報に於て私は自然界抗酸性菌の諸種薬剤に対す る感

受性,耐 性上昇度,耐 熱性,テ ルル酸加里感受性,諸 種

酵素作用及び他の一般細菌学的性状について,こ れ等各

性状間の関係を報告Uに が,今 回は更にDubos培 地間

に於ける発育状態及びコード形成の状況を観察 し,以 上

の諸性状 とを対比して得た成績を報告す る。〔実験方法〕

Dubos培 地に於ける各菌株の発育速度は,培 液の渥濁度

を別に調製した濁度標準液(percc5mgの 濃度)と 比

較して,両 者が同一濃度に達した時期 を 以って決定 し

た。又コード形成の状況は,か よ:う に し て得 られ た

Dubos培 養液から,毛 細管ピペットで1・》3滴 の菌をデ

ッキグラス上に採 り,そ のままの状態で(普 通行う塗抹

操作はコード形成を破壊する)370Cふ らん器中にて数

時間乾燥後,Zih1・Neelsen染 色 を施 し て鏡検Uた 。

〔実験成績〕 ①Dubos培 地 に於て,大 部分の菌株は,

4～20日 で発育を完了す る。然し乍 ら1ヵ 月の培養によ

っても,な お発育不能の菌株が何れ も有色系に於て認め

られた。更にこの発育速度 と岡 ・片倉培地上に於けるコ

ロニーの色調 とを比較す ると,着 色系に於ては紅色系の

発育が最 も速く,次で榿,黄 の順である。又白色系は凡そ

これ等の中間に位す る成績を示レた。②被検菌のコード

形成状態を観察したところ,全 くコー ドを作らず不規則

な排列を示す ものと,コ ー ドを作るものの2つ の型が見

られたが,コ ードを形成レた ものはその強弱に応じて更

に4つ の型に分けられ,全 菌群を計5型 に分類し得た。

又本菌群中には,人 型結核菌と同程度の強いコー ド形式

を営む ものが存在す る事を認めた。③一般に岡 ・片倉培

地上で乾燥牲のコロニーを生ず る菌株は強いコー ドを形

成し,こ の傾向は特に着色系に於て著明である。但レコ

ード形成 とコ鷲ニーの色調 との間に特別な関係はない。

④ コード形成の著 しい菌株は,カ タラーゼ作用が弱 く,

耐熱牲の強い傾向がある。⑤コード形成と薬剤感受性,

耐性上昇度,抗 煮沸性,テ ルル酸加里感受姓,脱 水素酵

素作用,及 びKirchner培 地 に於ける発育状態 との間に

於ては,特 定の関係がない。以上の所見 と前報までに報

告した成績に基いて自然界抗酸菌の質的性状 と量的性状

との関係を総括すると次の如 くである。1)順 相関的関

係の認められ る性状;a)SM感 受性とSM耐 性 上昇度
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b)INAH感 受性 とINAH耐 性上昇度,c)コ ー ド形成

と耐熱性,d)INAH耐 牲 上昇度と耐熱性,e)INAH感

受性と耐熱性。2)逆 相関的関係の認められ る牲状;a)

テルル酸加里感受性と耐熱性,b)コ ー ド形成 とカタラ

ーゼ作用,c)カ タラーゼ作用と耐熱性。3)岡 ・片倉培

地上に於けるコロニーの色調との間に一定の関係が認め

られる性状;a)SM耐 性上昇度,b)カ タラーゼ作用,

c)脱 水素酵素作用,d)SM感 受性,e)テ ルル酸加里

感受牲。4)Kirchner培 地 に於ける発育状態との間に

一定の関係が認 められる性状,SM感 受性。 以上の 如

く,自 然界抗酸菌に於ては,各 種性状の間にそれぞれの

程度に関係が認められたが,就 中岡 ・片倉培地に於ける

コロニーの色調及び耐熱性の両性状に於ては,他 の多く

の性状 との間に密接な関係の認められたことか ら本菌群

を分類す る上に有力な指標になるもの と思われ る。

23.主 と して抗菌物質産生株の探索を意図しての自然

界抗酸菌の研究(第3報)

井村氏宏 ・梶原太郎(広 大細菌)

先 に数回に亘 り自然界抗酸菌のうちに も結核菌のみな

らず一般病原細菌に対して若干乍 らその発育を抑制す る

ような菌株の存在することを報告したが,な お期待する

ような強力なる抗菌物質産生株の発見には至っていなか

ったので,更 にこの度は土壌申よ り類似抗酸菌を多数分

離し同時に喀疾及び動物体内に由来した類似抗酸菌をも

併せて,そ れらの諸種細菌に対す る態度に就いて追究し

た。なお今回の供試抗酸菌は土壌系抗酸菌121株,喀 疾

系及び動物系抗酸菌各2株 の計125株 であったが,こ れ

らの分離成績及び集落性状等に就いては省略した。1)

人型及び鳥型結核菌に対する態度。対象菌:人 型結核菌

Frankfurt株,鳥 型結核菌A71号 株。検査法 二3%グ

リセリンブイヨン(pH6.8)に3週 間培養後の供試抗酸

菌培養濾液を10。C30分 加 熱後10%血 清加Kirchner培

液にて10倍 に稀釈したものに人型F株 の1mg/cc生

塩水浮游液を ワ4針で1滴 宛滴下移植 してか ら37。Cに 培

養して観察した他に,鳥 型結核菌に対す る抗菌作用の有

無についてはグ リセリン(2%)・ 葡萄糖(1%)。 味の

素(0.05%)・ 第2燐 酸カリ(O.05%)・ 寒天(2%)の

組成よりなる平板培地(以 下グ リセリン ・葡萄糖 ・寒天

培地)上 にていわゆるPrimaryscreeningtestlこ よ

った。すなわち平板培地中央に供試抗酸菌を一直線状に

塗抹し37◇C48時 間培養後鳥型結核菌生塩水均等浮游液

(10mg/cc)を それに直角にいわゆるcrosscultureし て

37。C4日 培養後その部分の阻止帯発現又は発育促進の

有無を観察した。〔実験成績〕人型菌に対 しては供試125

菌株中動物系V7kf1号 株が完全発育阻止的に作用した

ので,更 にこの菌株を15,17,18,20,21,23及 び24日

とそれぞれ培養後の培液をSeitz濾 過器で濾過Uて 得

られた濾液に就いて前述同様の方法で検討したところ,

18日 培養までの ものでは精々40～80倍 稀釈程度まで人

型F株 の発育を抑制レたに過ぎなかったが,20日 以 降培

養後の濾液では160～320倍 に稀釈 きれたもので もなお

強力にその発育を阻止した。又鳥型結核菌に対しては土

壌系238号 及び310D号 株 が そ の発育を許容しなかっ

た。更に鳥型菌と同様の検査方法によった場合は238号

株 は人型菌の発育をも阻止した。皿)一 般病原細菌に対

する態度。対象菌:大 腸菌,枯 草菌,脾 脱疸菌,葡 萄球

菌,腸 チフス菌,赤 痢菌,Candidaalbicans・ 検査法:

鳥型結核菌の場合と同様の方法によったが,成 績判定ま

での培養時間を48時 間とUた 。〔実験成繍 ①先ず供試抗

酸菌125株 申大腸菌,枯 草菌,脾 脱疸菌,葡 萄球菌及び

Candidaalbicansに 対 し〆て抗菌作用を示す ものは土壌

系238号 及び310D号 株のみで,前 者は大腸菌及び枯草菌

に対しそれぞれ15並 びに10mmの 阻 止帯を作り脾脱疽菌

の発育は全 く許さなかった。然U他 の2種 の対象菌に対

す る阻止帯は全 く見受けられなかった。又後者も大腸菌

枯草菌,脾 脱疽菌及び葡萄球菌に対してはそれぞれ13・

11,9及 び14mmの 阻止帯が証明されたc更 にこれら両

菌株 とも腸チフス菌及び赤痢菌に対して もかな りの阻止

帯が認められた。②この両菌株を従来のグリセリン葡萄

糖寒天培地を供使する傍 ら④葡萄糖(2%)・ 味の素(0・

2%)・ 第2燐 酸 カリ(O.1%)寒 天@葡 萄糖(2%)・ ペ

プトン(1%)・ 第2燐i酸 カリ(O・1%)寒 天◎グリセリ

ン(2%)・ 肉エキス(1%)・ ペ プ トン(1%)・ 食塩

(0.25%)寒 天 ②塩化アンモン(0.5%)・ 葡萄糖(0・5%)

硫酸 マグネシューム(O.005)・ 第1燐 酸カリ(O・04%)

・第2燐 酸カリ(0.16%)・ 食 塩(O・5%)寒 天㊥②の培

地よ り食塩のみを除いたもの等の培地上での検討では,

グ リセリン葡萄糖寒天培地を用いた際は両菌株とも既述

とほぼ類似の抗菌作用陽性成績が得 られたが,そ の他の

5種 培地ではいずれの対象菌に対してもその発育を抑制

しなかった。 ③次にこの培地のpHが 補正せずに得ら

れた6.0で は従来通 りの阻止帯を作ったが,そ のpHを

補正して7。0及び7.6と した場合では認むべ き阻止帯は現

われなかった。④この両菌株ともに3%燐 酸カリ卵培地

に5代 累代後1カ 月室温に放置したものに就いて検討し

た抗菌スベクトルは,そ の阻止帯の程度のみならず出現

頻度 も著明に少 く抗菌力に低下が起 るような成績であっ

た。⑤ これら抗菌力の低下 も10%血 清加Kirchner添

加土壌通過によって,そ の抗菌作用は多少とも恢復させ

られた。以上要するに自然界抗酸菌のうちには結核菌及

び一般病原細菌に対レて可成 り強くその発育を抑制する

ような菌株が存在することを認めた。なお±壌系238号

及び310D号 株 よりの抗菌物質の抽出は困難=視されkの

みならずその抗菌力の漸減が認められた.

24.セ レンによる人型結核菌と非病原性抗酸性菌との

鑑別法
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宍戸昌夫 ・杉田暉道 ・浅沼力(横 浜市大公衆衛生)

人型結核菌と非病原抗酸性菌 どの確実な鑑別法は,結

核の診断上又は公衆衛生学的方面から考えても重要な事

は今更改めてい う迄 もなく,諸 先輩の多くの研究報告が

あるが,未 だに動物接種法が最も確実 とされている。所

で最近林,内 藤等の報告したテルライ トを応用した鑑別

法は,相 当に確実性があるといわれてい るが,テ ルライ ト

と同系統に属す るセレンに就て,私 共はいささかの検討

を行ったので報告する。実験方法は,供 試菌株の菌浮游

液を,O.eOO2S,0。0005,0.001,0.002,0.004,0.008

0.016及 び0.032の 各%の 濃度に亜セレン酸を添加し

た3%の 小川の培地に0.1cc宛 培養し,4～5週 後に判

定した。供試菌株は,人 型結核菌は当教室保存の もの31

株 と,結 核患者喀湊7例 の計38例 で ある。非病原姓抗酸

性菌は当教室保存の もの92例 である。実験成績は,培 養

菌量O・Img/cc'ec於 て 人型結核菌 で は喀湊は5例 が

O・004%で,2例 はO.008%で 発育が抑制 され,菌 株の方は

21例 が0.004%で,10例 がO.008%.で 発育が抑制 された。

非病原性抗酸性菌では,す べてが0・008%以 上の濃度で

発育が抑制 され るとい う具合であった、 これ らを更に濃

度を低 くして10'-4又 は10-5mg/ccの 培養菌量 とする

と,人 型結核菌では保存菌株1例 のみが0。008%の 濃度

迄発育し,非 病原性抗酸性菌では,92例 中33例 が0.004

%で,52例 が0.008%で,残 りの菌株はそれ以上の濃度

で発育が抑制 きれ るという状態であった。なお,喀 湊に

於ては培養菌量0.1mg/ccと は喀褻を4%NaOH水 で

5倍 に釈めてよく擁搾 したものを0.1cc培 養 したものを

以て,10-4又 は10'"5mg/ccの 培養菌量とは,先 のNaOH

水 でよく処理したものをGaffky番 号数に応 じて,大

体10願4又 は10ewsmg/ccに 相 当する様に蒸溜水で釈めて

培養した菌量を以てそれぞれこれ等に当てた。以上の成

績から,0・1mg/ccの 培養菌量で0.004%の セレンの濃

度を境とレて人型結核菌と非病原性抗酸性菌とを区分す

る事はむずかしノいように思われ る。すなわちテルライ ト

の場合よ りも劣るようである。セレンはテルライ トよ り

も遙かに毒性が強いといわれているが,私 共の行った非

病原性抗酸性菌の発育に及ぼすテルライ トの影響(第10

回 日本公衆衡生学会総会発表)の 研究に於て,テ ルライ

トの濃度が丁度セレンのそれよりも10倍 高濃度の範囲で

作用している事から見てもこの事が考えられ,こ れが今

回の実験成績に大 きく影響していると思われる。

25・ 螢光法に依る抗酸菌検出の検討(第3報)喀 震の

塗抹(螢 光法)陽 性,培 餐陰性なる場合にっいて

荘野忠彌(大 阪逓病第二内科)

喀渓中の結核菌検出に当 り塗抹陽性にして培養陰性を

示す事実のある事はすでに先人が注目し,そ れに関す る

成績発表 も僅かなが ら見 られ るが,一 般には培養手技上

の欠点に依るものと見倣され勝ちであった。最近結核に

対する。化学療法が広く施行されると共にその頻度が高

くなり切除肺病巣内の結核菌検出上の問題と共にこの現

象が注目され るに到った。私も一咋年来塗抹検査に螢光

法を用い従来のチールネルセン氏法より塗抹陽牲率の優

れ る事や,化 学療法施行の患者喀湊には時には培養法に

も秀れ る事を発表して来たが,今 回はかか る塗抹陽性培

養陰性を示す症例45名 を得たので,こ の現象が臨床経過

上如何 なる意を持つ ものかを解明せんとし次の如 き知見

を得た。観察及び検査方法:45名 の症例は当科の入院及

び外来患者で昭和28年9月 以来昭和29年 末迄の間に観察

し得た者で,検 査の喀湊は抗結核剤の喀湊内含有を可及

的少 くす るため薬剤の注射,内 服 日の早朝起床時の もの

で検査回数は原則 どして1週 に1回 行い,菌 の陰性化が

続いてか らは2週 ～1カ 月に1回 検査に供 した。検鏡は

オーラミン染色を施し油浸装置で確認せ る菌が少 くとも

数視野に1個 以上の場合を陽性 とし,同 時に培養は小川

氏法に依 る8%葡 性ソーダ前処置法で判定は8週 後とレ

た。成績:塗(+)培(一)の 現われ る前後の塗抹培養成績

の推移より分類す ると塗(+)培(+)又 は一時塗(一)培

(+)と なった状態から塗(一)培(一)と なる過程に於て現

われ る場合が最 も多 く前者が20例,後 者が11例 で,終 始 ・

塗(一)・ 培(一)で 一時的にかかる現象を見る場合が9例

に於て見 られ る反面塗(+)培(+)に な る前過程として現

われる場合が4例,残 り1例 はこれ等の ものが交互に起

る場合であった。 この現象の頻度は唯1回 のみが最 も多

く27例 だが,6回 に亘って引続 き起 る場合が2例 あっ

た。化学療法との関係は41例 が化学療法施行中か施行後

のもので何 ら施行しない者で も4例 にこの現象を見た。

化学療法の種類はSM+INAH+PASが14例,SM+

PASが14例,INAH+PASが12例,PASの みが1例

であった。使用期間は3～6カ 月間に この現象 を多 く

見,薬 剤の効果が見られる時期と一致す る。この現象の

前後の排菌状態をみると化学療法開始後1～2カ 月で,

塗抹によ り数 え られ る菌数は同じで も集落数は激滅す

る。塗(+)培(一)の 場合塗抹菌数が先の検鏡条件で1視

野に10個 以下の場合が多い。病型との関係は最初から病

状の安定した者(化 学療法不施行の4例 は全てこれに属

す)か,化 学療法により滲出性の ものが増殖性にと変化

し好転せる時期に現われ るものが多 く4例 がこれに属し

た。予後との関係をみると,こ の現象を示 した45例 中・

良好の ものが34例,不 変が7例,増 悪が4例 で,予 後良

好の ものは全て,菌 の塗(一)培(一)と なる過程にこの現

象をみたもので,増 悪例はこれとは逆に塗(+)培(+)と

な る前程に現われたものであった。考案及び結論:化 学

療法を施さない者で も4例 に於て塗(+)培(一)な る現象

を見たが,そ の大部分は化学療法施行患者に見 られ しか

も化学療法の効果が現われた後の時期すなわち3ヵ 月以

後にこの傾向が多 く・塗(+)培(+)の 状態か ら共に(一)
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化する過程にみる場合は病状の好転と一致 し,予 後の良

好たる事を知 り得,こ の逆の場合は病状の悪化と一致 し

たので塗抹検査と培養成績の相関関係よ り或程度予後を

予測し得る事を知った。またこの現象の前後の塗抹菌数

と培養i集落数との関係を化学療法施行期間によって比較

すると,塗(+)培(一)な る現象は抗結核剤の喀湊内混入

や培養法そのものの不備をいう以上に明らかに培養の前

処置に耐えられないほど菌が弱体化されているか,あ る

いは死滅 された菌が大部分を占めていると考えるのが最

も合理的 と信ず る。

26.結 核菌染色証明法改良に関す る研究

占部薫 ・中林進(広 大細菌)

私は結核菌染色に際し塩基性染料を用いる場合,被 染

材料を弱 アルカリ性にするか又はZiehl液 に少量のア

ルカリ剤を加え,あ るいは界面活性剤の中アニオン活性

剤又は1ニ オン活性剤を加えて染色す る時は,結 核菌の被

染牲並びにその検出率を増加せしめ得ることを本学会及

び細菌学の申四国地方会で報告したが,他 方先人のこの

方面の研究について文献を調べたところ,す でに1934年

にFieldlingは フクシン液に炭酸ソー一ダを加えると結核

菌の被染性が増すと報告してお り,1950年 にAubertは

CalbolfuchsinにTween80を 加えることにより又

KonradHumman(1953)は 脂肪酸化合物のうちCre・

mophor・Ap・8290をZiehl液 に加えることによ り共に

結核菌の冷染が可能であると報告している。私は種々の

アルカリ剤又は界面活性剤を単独或は種 々組合せて石炭

酸フクシン液に添加じたりあるいはこれ等を喀湊前処理

液 として使用して見たところ,ア ルカリ剤及びアニオン

活性剤は共に結核菌の被染性並びに菌検出数の増加に秀

れた性能を示すことがわかったが,こ れらを塩基性フク

シンに混合した場合,こ の混合液は一般に長期の保存に

堪えないことが大 きな欠点であるが,こ のうち比較的成

績の良かった脂肪族高級 アルコール硫酸エステル塩であ

るモノゲ ン(第一工業)を 低濃度,す なわち0。01%の 割

合にZieh1変 法液(塩 基性フクシン4.09,無 水 アルコ

ール20cc
,10%石 炭水8.Occ)に 加 えた ものが比較的長

期間保存に堪え,し か もZiehl原 法液による場合に比

べて良い成績が得 られたように思われ る。モノゲン加Z

変法液を調製後すぐ使用した場合は1分 間加温し,そ の

まま1分 間室温に放置した場合 も2分 間加温染色の場合

も共にZieh1原 法液使用2分 間加温染色の場合に比べ

て約3倍 の結核菌検出成績を示 し,25"cの ような低温

の室温で5分 間染色した場合です らZieh1原 法 液使用

の場合の約2倍 の検出成績を示 した。モノゲンを添加 し

て1ヵ 月室温に保存 したもので染色したさいの成績では

前者より多少劣ってはいたが,そ れで も1分 間加温1分

聞室温放置の場合はZiehl原 法液使用の場合の2倍 程

度の又低温染色の場合で もZiehl原 法 液使用の場合と

同程度かそれ以上の結核菌検出成績をあげえた。なおご

のモノゲン加Z変 法液による染色標本では結核菌は天然

光線では濃赤色乃至む しろ黒赤色に判然と識別で き,人

工光線では濃赤色に浮び上って見え穎粒 も比較的よく染

ってい るようである。但し低温染色ではやや薄 く染って

くる。以上の染色法と培養法との比較については目下実

験継続申である。

27.解 屍体淋巴腺よりの結核茜の検索に就て

岩崎富士彌 ・海野一 ・小林佐吉(慈 大林内科 一主任林

直敬教授)吉 村三郎(東 京都監察医務院)

〔緒論〕肺結核とは限定 しない解屍体淋巴腺 よりの結

核菌検出並びに淋巴腺の結核性病変との関係につ き検索

し,更 に検出菌の動物接種 及び抗結核剤に対す る耐性検

査を行った。〔検索材料〕本報告に使用した239カ の淋巴

腺は東京都監察医務院及び慈大病理学教室に於て無選択

に104例 の剖検体より採取したもので,腺 の部位は主 と

して肺門部淋巴腺で他に頸部淋巴腺,腸 間膜,後 腹膜等の

もの も採取した。 〔検索方法〕淋巴腺をメスにて2分 し

半を細菌学的検査用に,他 の一半を組織学的検査に用い

一た
。すなわち一半にて塗抹標本を4～6枚 作 りZiehl-

Neelsen法(以 下Z-N)及 びRhodamin-Auramin法

(以下R・A)を 行 いそれぞれ油浸装置及 び 螢光顕微鏡

装置によ り菌数を算定 した。Preis法 は3～4週 目にコロ

ニーより塗抹標本を作 り行った。培養法は8%苛 性ソー

ダを加えて粥状にした検体を2～3本 の3%第1燐 酸カ

リ培地に植え,1週 より8週 に亘 り観察し,コ ロニーの

数は4～5週 目で算定 した。耐性検査は間接法によ り1

%第1燐 酸カリ培地を使用し,SM,PAS,INAHは そ

れぞれ1γ,10γ,100γ/ccの ものを使用 し3～4週 後に

判定 した。動物接種法は,体 重350～5009の 健康な海

狭28匹 を使用し,実 験途中で艶死せ るものはその時に,

又生存するものは5週 目で屠殺剖検し,各 臓器の結核性

病変を肉眼的,組 織学的に検索 した、一方組織学的検索

ではHaemar⑧xylin-Eosin染 色法(以 下H-F染 色法)及

びR・A法 を行い,淋 巴腺組織の結核性病変像及び淋巴

腺内に於ける菌の散布状態を鏡検 した。 〔成績〕H・E染

色法にて結核性病変を認めたものが,最 も多 く25例(淋

巴腺数にすると32箇),塗 抹標本のZ-N法 では3例(8

箇),螢 光顕微鏡検査では8例(23箇),培 養法では7例

(17箇)の 陽性例を得た。Preis法 ではKf10前 後 のもの

が最 も多い様であった.陽 性例を年令別に見 ると所見陽

性例の最 も多いのは21才 ～30才 の年令層の様である。次

にH-E法 による淋巴腺病変像を便宜上,乾 酪・乾酪～結

節・結節・石炭化の4種 に大別し,各種検査方法よにる菌検

出成績 との関係を検索 した(こ こで乾酪とは腺の大半が

乾酪化を示す もの,乾 酪結節とは両者が混在す るもの,結

節とは結核結節の出現が病変の主体をなす ものである)

菌検出陽性は乾酪巣を有するものが最 も多 く,次 に乾酪
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～結節巣を伴 うものであ り,結 節よ り成 るものでは螢光

顕微鏡法によってのみ少数の腺から菌を検出し得た。石

炭化巣を有す る もの に於ては1例 も陽牲例を見なかっ

た◎組織のR・A染 色による切片と同一ヵ所のH-E染

色標本とを比較し,菌 の散布状態を検索した結果乾酪巣

中心部には菌は殆ど見 られず,そ の周辺部附近に発見さ

れ,多 くの場合菌は集合 した豫を呈 し,菌 数は極めて少

数であった。肺病巣殊に空洞の有無 と淋巴腺内に於ける

菌発見 との関係を見 ると,空 洞を有する例に於て最 も多

く,し か も大なる空洞を有するものは小空洞を有す る例

の ものよ り比較的陽性例が多い様である。更に少数例で

はあるが,SM,PAS,INAHに 対す る耐性検査を行

ったところ37例 中SM,PAS,各k1γ 耐性菌を有する

ものが2例,SM1γ 耐 性が1例,計3例 に耐性菌を認

めた。なお肺門部淋巴腺以外の部位で菌陽性を示 したも

のは,2例 の頚部淋巴腺であるがこの2例 とも空洞を有

するものである。又腹膜淋巴腺より菌を検出した1例 は

腎結核を有するものであった。培養により検出 した菌を

接種した動物試験では,全 例に於て各臓器切片にて結核

性病変を証明する事が出来た。〔結論〕1)肺 結核 とは限

定 しない104例 の剖検屍の淋巴腺239箇 よ り結核菌の

検出及び結核性病変との関係につき検索 したが,菌 検出

は螢光顕微鏡検査による陽性例が最 も多 く8例(淋 巴腺

数23箇),次 に培養法による陽性7例(17箇)で あ り,

Z。N法 による陽牲例は3例(8箇)で 最 も低い様である。

2)結 核菌は組織的に結核姓変化なき淋巴腺及び石灰化

巣を有する腺には全例に於て発見し得ず,陽 性例は乾酪

巣を有す るものに最 も多く,結 節～乾酪巣を伴 うものに

やや多く,主 として結核結節よりなるものには最 も少い

様である。3)菌 の淋巴腺に於ける散布状態には乾酪巣

申心部には殆ど発見出来ず,多 くの場合はその周辺部附

近に見 られ,全 例とも菌数は極めて少数であったe4)

肺 に空洞を有す るものの肺門部淋巴腺は空洞のないもの

よ り検出率が高い様である。5)耐 性検査では7例 中3

例 に耐性菌を証明した。

〔追加〕 三種太郎(国 療梅光風園)

屍体材料及び切除淋巴腺 よ りの結核菌検出率は1%

NaOH前 処 理を行わず,培 養した ものの方が高く,石

灰化した淋巴腺からもコロニーを検出しえた。

28.遠 心管内培養法による結核菌の早期検出

佐藤幹夫 ・山本四郎 ・木村勝直(名 古屋市城東病院一

院長落合国太郎)

喀 湊申結核菌の検出を高めるため硫酸アル ミニウムに

よる吸着法を施し,さ らに遠心管内培養法を行い顕微鏡

的集落を認めることにより早期に菌を検出する試みを行

った。〔熔養方法〕結核患者の喀疾0・5CCに16%NaOH

を1滴 加えガラス棒で擁搾 して均等化し,更 に約6ccの

溜水を加え稀釈する。 これに5%硫 酸アル ミニウムを

0.5～1cc加 え る と微細な水酸化アル ミニウムの紮状沈

澱を生ずるからこれを2000廻 転10分 遠心 し,沈 渣に

更 に これ と等量の8%苛 性曹達を加え混和す る・その

0.1ccず つを下記に示す変法キルヒナー液体培地5ccを

入れた遠心管に加え培養する。

培地処方:一 ・

第1燐 酸加里

第2燐 酸曹達

アスパラギン

グ リセ リン

硫 苦

絢 橡 酸 曹 達

10%マ ラシット緑

水

1・ol

O.3i

ζ
0・51反 応 を 修正 す る こ

2.olと な く120。C15分

O.061滅 菌 後 血 清 を10%

0.25の 割 合 に 入れ る。

0.05

100/
5日 及び7日 目に取 り出し2000廻 転5分 遠心後沈渣を普

通スライドに塗抹し,乾 燥後チール ・ネールゼン氏染色

を施 し弱拡大で検鏡し,更 に油浸強拡大で確認する。尚

硫酸 アルミニウムの代 りに明碁液を使用して同様水酸化

アルミニウムにより菌を吸着出来 る。以下 この遠心管内

培養法をS.P.法 と呼称する。〔焙養成績〕(其 の1)ガ フ

キー0,皿,皿 号程度の喀疾を採 り,S。P・ 法及び4%

NaOH処 置による小川培地法及び4%H2SO,処 置 によ

る岡 ・片倉培地 とを比較す ると,発 生集落数はS・P・ 法

は顕微鏡的集落であり,他 は肉眼的集落であって,そ の

数において喀湊稀釈度の低い過程では明かに固形培地が

勝ってい る。 これはS・P・ 法においては集菌によ り菌が

1カ 所に集中す る傾向が強い為であると思われる。しか

しS.P.法 の集菌力は極めて良 く第1例 はS・P・法10轍`,

小川法10-`,岡 ・片倉法10-2迄 菌 を検出し,第2例 で

はS.P.法10-7,小 川法10-6,岡 ・片倉法10-5,第3

例 はS.P.法10-・8,小 川 法10-5,岡 ・片倉法10齢3迄

菌を検出し,い ずれ もS・P・ 法は固形培地に等しいか或

いはそれよ り勝っている。(其 の2)さ らに塗抹陽性の喀

疾 を2分 し半量をS・P・ 法の術式に従い集菌培養し,残

りの喀薬 を8%NaOHを 等量加え,此 れを遠心す るこ

となく変法キルヒナー培地を入れた遠心管内に0・1cc宛

入 れ培養 し逐日的に検鏡した。その成績は5日 及び7日

では集菌の有無に拘 らず殆んど両者とも無数に発育し,

比較は不能であるが,各 例共に2日 及び3日 の集落数及

び発育程度は集菌後培養 した方が成績が良 く,又 菌が集

団して発育す る関係から検鏡が容易である。(其 の3)塗

抹陰性の喀湊67例 をS.P.法 及び8%NaOH前 処置後

小川培地法により培養し,S・P・ 法は5日 及び7日 に検

鏡。小川培地は各週毎に8週 迄観察した。その成績はS・

P.法 では5日 に19例,7日 に14例 計33例(49・3%)の

菌陽性例を認めたのに反し,小 川培地では3週7,4週

9,5週 及び6週 各1計18例(26・9%)に 菌陽牲例を認

めたのみである。これをきらに両培地に陽盤陰性別に集
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計すれば小川法及びS.P・法共に陽性13例(19。4%)で,小

川性法陽性S.P.法 陰性は僅かに5例(7.5%)で あ るが,

小川法陰性S.P・ 法陽性が20例(29.8%)の 高率であっ

たのは極めて興味あることである。特に此の検査例では

大多数が化学療法実施申あるいは実施後の喀疾で固形培

地においては,こ のような条件下では肉眼で認め得る程

度に発育し得ない菌族が少 くない為ではなかろうかと思

われる。尚此の実験にあたり雑菌が発生したのはS.P.法

小川培地法共に各5本 であたった。(其 の4)爾 私共は塗

抹陰性の喀湊20例 についてS・P・ 法と岡田 ・山田両氏の

法による遠心管内培養法 とを比較したが,S.P・ 法では

3日 に2,5日 に3,7日 に7例 の菌陽牲例を認め,岡

田 ・山田氏法では3日 に1,5日 に1,7日 に3例 の陽

牲例で且つ雑菌が生え易 くS。P・ 法の優位にあることを

知った。以上私共は喀湊の硫酸 アル ミニウムによる吸着

集菌法を遠心管内培養法に併用し,短 時間内に顕微鏡的

集落を発見す ることをはか り上に述べたような成績を収

めた。即ち太法は検鏡に際し弱拡大で見得 る利点 が あ

り,そ の検索は数分にして終 り,菌 陽性率 も高 く結核菌

の早期発見上有意義であると信ずる。

29.結 核菌並びにBCGの 均等培養(続)

占部薫 ・松尾吉恭(広 大細菌)

KircherSy-Ser培 液 に微量の流動パラヒンを添加し

た自案Paraffin-KirchnerSy-Ser培 液内に於ける結核

菌並びにBCGの 均等培養についてはすでに再三にわた

り報告 したところであるが,そ のさいの培液組成には異

種蛋白がふくまれてい るとい う免疫学的不備に鑑み,そ

の後ひきつづ き無蛋白培液もしくは非抗元性培液におけ

る均等培養をうべ く検討を進めると共に,Dub◎s培 液

並びにこれが変法培液の均等培養における価値,ひ いて

はその改良などにつき検討申であ り,そ の一部は昨年秋

の日本細菌学会中国四国支部総会において略報 したが,

現在迄の知見は次の通 りである。(1)自 案各種蛋白培液

内に於ける結核菌(鳥 型菌を除く)並びにBCGの 発育は

静置培養にあっては可能の場合もあり,殊 に活性炭加及

び活牲炭・Cholestero1加 培液ではKirchnerSy-Ser培

液に匹敵する発育 も認められたが,均 等培養をうるため

に振湯法を援 用したり,Tween80を 添加したりす ると

発育が認められないか或は著しく低下 した。(■)Dubos

培液ではAlbumin添 加 と血清添加との別をとわず,す

べて肉眼的にはす ぐれた均等度と豊富な発育とが認めら

れたが,顕 微鏡的均等度は振畳培養の さいParaffin・

KirchnerSy・Ser培 液のそれにまさるとも劣らなかっ

たのに対 して静置培養例では著 しく劣った。非抗元性培

液として血清AlbuminをDubos基 礎培液で氷室内24

時間透析したものをそのまま培地 として用い ると,発 育

量の点ではなおDubos培 液などに比 してかな りの遜色

が示されたが,均 等度は劣らず,培 液組成の改善に今後

の期待がかけられた。(皿)次 に近来,近 代工業の各分野

に於いて重要な地歩を占むるにいたった界面活性剤②本

培養iへの援用を試みた。 活性剤としてはAnion5種,

Cation3種,Tween80を ふ くむNonion18種 を,炭 素

源として91uc◎seを 窒素源として味の素をふくむ燐酸

塩培液に0.5～O.OOO5%の 逓減稀釈濃度に加え,BCG

及び鳥型結核菌A62株(R型 変異株)を 移植 して静置培

養した。先ずBCGに ついてみると,血 清非添加培液内

において もNonion中 のP.O.E.cetylether(10M.)

Anion申 のCetylphosphate加 培液内では緩徐なが

らかな りの液内発育が認められ,P.O.E.nonylphenol

に もわずかながら発育促進作用があり,こ れらの培液内

でBCGは 管底に雲紮状に発育をいとなみ,軽 く振った

だけで肉眼的に良好な均等度を示 した。血清加培液内で

はCationの うちDodecylpyridiumchlorideが 強

く,Anion申 ではSulfatedcastoroilとLauryl

sulfateと が,又Nonion中 では一般にLaurateがB

CGに 対 して発育阻止的であったが,そ の他の活性剤で

は良好な発育が認められた。均等発育の点についてみ る

と,Cationで は全くその様相が うかがわれずAnion申

01eylcetylsulfateに わずかの均等効果がみられたに

す ぎないが,Nonion中 のP・O.Enonylphenolは 肉

眼的に極めて良好な均等度を示したのみならず,顕 微鏡

的にも(な お多数の菌塊が認められはし たが)Tween

80の それに比してむしろまさっており発育量 もより豊富

であったし,Cetylether,OleyletherのP.0.E.の

それはTween80に 匹敵した、鳥型菌A62株 は血清非

添加培液内で も一般に良好な発育を示したが,Cation,

Anionの 順に強く発育を阻止 しNonionで はLaurate

が一般に発育阻止的であった。しかし血清加培液内では

これらの界面活性剤の毒性は血清によって著しく中和 さ

れうることがたしかめられた。均等発育の程度は一般に

BCGの 場 合よりも良好でAnion,Cationの 一部はわ

ずかに均等発育を促進したにすぎなかったが,Nonion

ではLaurate,Stearateを 除いておおむね均等効果が

認められ,殊 にCetylether,Nonylpheno1のP.0.

E.は 極 めて良好な均等発育促進性を示 してTween80

にむ しろまさってお り,Oleylcety1のP.0.E.は

Tween80に 匹敵した。以上の成績は実験開始後いまだ

日なが浅 く,還元培養による生菌単位の計測とか,集 落性

状などについての検討もこれからであって極めて初期の

段階にあるため,界 面活性剤と結核菌並びにBCGの 発

育との関係について確定的なことは言いえないが,現 在

迄の知見からして少 くともCation及 びAnion活 性剤は

一般にむしろ発育阻止的であるばか りでなく,均 等発育

促進能においてもとるに足 りない もののようであって本

研究の目的にはそいえない ものと考えられ るが,NoniOR

活性剤の申にはLaurateやStearateの よ うに適当で
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ないと考えられるもの もあるにはあるけれ ども,P.0.E。

cetyletherと かnonylphenolと かのように,発 育量

においても均等度においてもTween80に 劣 らない も

のがあるようである。 しかも無蛋白培液内に於いてもこ

れら界面活性剤の援用によって液内均等発育の可能性が

示唆されたところから,今 後更に培液組成の検討と界面

活性剤の至適濃度をよ り詳かにすることによって,無 蛋

白非抗元牲培液内に於ける豊富な均等発育が期待 される

と考える。

30.5%炭 酸 ガス加空気内での結核菌の分離培養

(続報)喀 痩中の抗結核剤の影響

宝来善次 ・辻本兵博 ・安倍一郎 ・小西徹 ・堀内弘通

(奈良医大第二内科)

29年 秋の本学会近畿地方会にて,喀 湊よりの結核菌分

離培養に,ガ ラス蓋付試験管を用い5%CO2加 空気中

で培養す る時には,従 来の培養に比バて極めて良好な成

績 を得る事を報告した。すなわち,① 菌陽性率では全陽

性例に対して約18%高 率 に発見される。②集落発見平均

日数は,塗 抹陽性例ではCO,加 空気下で12.1(11～17),

空気下で18.1(13・v36)日 で,塗 抹陰性例で もそれぞれ,

15。5(11～26),22.5(15～38)日 となる。全例平均すると

前者13.9日,後 者19.9日 で6日 間早くなる。③CO2加 空

気中では集落数 も陽性例の約55%に 空気申のそれよ り多

く認められ,集 落数が同じものを比べても集落発見 日数

は約4日 間早い,等 がその概要である。演者等は29年 春

の近畿地方会で,Streptomycinの 結核菌増殖阻止作用

はS%.CO2下 で はある程度減弱する事 を報告し,又 増殖

阻止的に作用する油酸も同一条件下でかえって増殖促進

的に作用す る事が小谷,辻 本,三 浦等によって分ってい

る。Fruhlinger及Balo,又 我が国で も多数の研究者が

化学療法実施申の患者喀湊について塗抹陽性,培 養陰性

が約20%み られ,こ れは被検材料中に含まれるPAS等

の抗結核剤に関係があるといい,こ の喀婆 中の結核菌の

生死に関して種 々の論義が行われている。以上の事実を

考えあわせると,5%CO,加 空 気環境下で好成績 をあ

げえたのは,喀 湊中に含 まれる種 々の増殖阻止物質の作

用が減弱 された事が一つの理由と考えられる。そこで喀

渓中の抗結核剤の影響を検討するために次のような分析

を行った。1)既 報の実験成績中CO2加 空気下のみで

菌陽性を示 した14例 を抗結核剤の使用の有無によって分

類 した。PASあ るいはINAH内 服申の喀疾40例 中に

8例(20%),不 投薬患者42例 中に4例(9.5%)を 認 め

た。 しか も塗抹陽性培養陰性群は全部(4例)PAS内

服者でその申3例 はCO2加 空気中で陽性を示 した。2)

℃02加 空気,空 気両条件下共に菌陽性を示 した例を特

にPAS使 用の有無について,集 落数及び集落発見 日数

を中心に分類 してみた。両者に集落数に著明な差が認め

ちれ る場合がPAS内 服群に60%で ・不投薬群の45%よ

り多い。又集落発見 日数 もCO2加 空気中ではPAS内

服 に拘 らず殆ど差を認めないが,空 気中ではPAS内 服

群により長 くな る傾向がある。以上の成績から,喀 湊中

のPASの 存在が菌増殖に影響を及ぼす事は明かで,し

かもそれは5%CO2加 空気下で培養する事によってある

程度除かれていると考えられる。そこで,次 に抗結核剤

を使用した事のない患者喀渓 を4倍 量の4%NaOHで

均 等化し,そ の一部に種 々の濃度のPAS,INAH,SM

の溶液を1/10量 加えて(従 って実際の喀湊にはこの5

倍 の濃度)約15分 間放置 し3%KH2PO4小 川培地に接

種 した。3)い ずれを作用させもても集落の発見 日数は

CO2加 空気下の方に約5日 間早くなる。4)喀 疫中に

菌量が多い と100γ/cc程 度 のPAS,INAHの 添加の

影響を受けにくいが,菌 量が少いと各例によって異なる

がCO2加 空気下 では10～100γ/ccの 高濃度(PAS,

INAH共 に)含 まれても菌は増殖 し,空 気中の増殖可能

濃度の3～10倍 に相当する。SMを 添加した場合は,喀疾

中に含まれると考えられ るよ り遙に高濃度の10γ1ccが

存在していても両条件共に菌の増殖を認める。以上の成

績を更に確めるために,岡 ・片倉培地中に抗結核剤を予

め含有させて菌を接種 した。5)用 いた菌株によっても

相当異なるが,PAS,INAH,SM共 に5%CO2加 空

気申では空気中の抗菌切の3～100倍 弱 められ るという

結果を得た。以上のように喀湊中にPAS,INAH,SM

が含有されていると,分 離培養の成績が悪 くな り,染 色

によって結核菌を認め得るにも拘 らず,培 地上に集落を

認めない例数 も増加す る。そしてこれらの増殖阻止作用

は5%CO,加 空気の条件ではある程度除かれる。換言す

ると,5%CO,加 空気下で喀湊の分離培養をすると,喀

湊申の抗結核剤の結核菌に対する増殖阻止が結果的には

弱められ るためであると考えられる。

31.SC浅 及びSCCの 方法並びに置換液体培養法に

関す る研究

内藤益一・・申山健治 ・吉田敏郎 ・津久間俊次 ・今井節

朗 ・東何一郎(京 大結研第3部)

私達は先に第8回 及び第10回 の日本結核病学会近畿地

方会に於て,SC法 及びSCCの 一新法に就て報告した

が,こ こに更めてその術式及び2～3の 成績について述

べ,更 に抗結核剤のinvitreの 性能を検索するに当って

物質の安定性とい う点を考慮に入れて液体培地を一定期

間毎に置換しつつ菌を培養する方法を工夫したので併せ

て報告する。1.SC法:こ の法の手技は内径20mm,高

さ5mmの ガ ラス リングを リングと同様の大 きさに輪切

りにせるポリエチレン膜を挾んでオブジェクトガラスの

上に置 き,そ の上にもう1枚 のオブジェクトガラスを冠

せ,140。C,40分 乾熱滅菌器中に入れると,器 具の滅菌

と同時にポ リエチレン膜は熱により熔融して,ガ ラス リ

ングとオブジ轟クトガラスは密着する。次に被覆オブジ
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轟クトガラスを雑菌混入を防ぐために斜に開き,白 金耳

を以て予め調製した菌液又は喀淡 その他の被検物を処理

した沈澄を塗抹,キ ルヒナー培地を駒込 ピペットでその

上に2～3滴 滴下し,カ バーガラスを熔融したパ ラフィン

に浸し,素 早 くガラス リングの上に載せてパラフィン封

絨を行う。そして37。C曜 卵器中5日 間培養後取 り出 し,

ガ ラスカバーを脱 し,贈 卵器中で培地をそのまま乾燥,

その後基底オブジェク トガラスの底部を加温,ポ リエチ

レン膜を軟 くして りングを脱すと同時に固定を行い,し

かる後チールネールゼン染色を行い鏡検する。本SC法

を用いて喀湊中の結核菌を培養した103例 の成績を同時

に行った集菌法及び岡 ・片倉培地培養の成績と比較する

と,岡 ・片倉に比べて優るとも劣 らぬ培養性能があり,

従来のSC法 の如き菌の脱落す る恐れがな く,そ の上僅

少の材料で実施出来る等の利点があ るeILSCC法:

この法の手技は内径14mm,高 き3mの ガラス リング3

カをオブジ轟ク トガラスの上にパラフィンで固着 し,そ

の上にガラスカバー(特 別製)を 置 くのであるが,以 上の

操作はすべて無菌的に行 う。即ちこれらのガラス器具に

予め120。C,1時 間乾熱滅菌を行い,ガ ラス リングを固着

す るには,リ ングをガス火陥中で加温,熔 融したパラフ

ィンに浸し,ガ ラスカバーを一寸持ち上げて速かにオブ

ジ轟ク トガラスの上に固着 させる。 リングの固着が終れ

ば,中 央の リング内に乾燥防止の水約0.3～0.5cc入 れ

両側の リング内には予めベンヂン法で調製した菌液を1

白金耳塗抹,ベ ンヂン蒸発後,そ の上に被験動物より採

血した血液1滴 を落し,速 かにガラス棒で薄く延ばす。

次いでガラスカバーをパラフィンで封絨,37。C鰐 卵器

中7～10日 間培養後取 り出し,ガ ラスカバーを脱 し,蒸

溜水で約5分 間溶血,5%フ ォルマリン溶液で10～15分

間固定,水 洗,リ ング脱却,乾 燥,チ ールーネルゼン染

色を行い弱拡大で鏡検判定を行 う。本法を用いて,Dihy・

drostreptomycin及 びPASを 体重1kg当 り100mg

を健常家兎の耳静脈に注射,時 間的に採血,全 血の静菌

力を検討した所,Dihydrostreptomycinで は7時 間,

PASで は5時 間まで菌増殖が抑えられた。 本法の利点

はこれまでのSCCに 比 して雑菌混入が殆どなく,血 液

膜の脱落がない事である。皿.置 換液体培養法:こ の法

は10%血 清加キルヒナー培養液による一定の稀釈列を

2ccず つ加えて小沈降管に菌接種後,1週 間に2度 ピペ

ットをもって管底に僅かに液の残るのを限度として上清

を棄て,新 たに調製 した前同様の稀釈列を注加する方法

である。先ず遠心沈澱してから置換するか否かによって

成績に差が生ずるかどうか1soniazidに ついて検討した

が,遠 心沈澱は必ずしも必要でないといい得る成績を得

た。それで遠心沈澱を行 うことなしに培地を入れ換える

方法でStreptomycin,Dihydrostreptomycin,PAS及

びlsonitazidの4者 について培養4週 後の発育阻止力を

沈漉を鏡検所見により,普 通の方法によるものと比較検

討した所,次 のような結果を得た。すなわちDihydrostre-

ptomycin及 びPASで は培地を置換しても殆ど影響を

見なかったがStreptomycin及 びIsoniazidで は置換

した方が2～4倍 発育阻止が強く現われたのである。 こ

の実験は未だ行った回数も少 く今後改良すべ き点 も多々

あ るものと思われるが,抗 結核剤の菌に及ぼす影響の未

だ考慮 されなかった一面を検索するための一方法としそ

研究を推 し進めて行 きたい。

32.小 川培地における凝固水pHの 推移と接種量が

集落発生に及ぼす影響にっいて

杉山育男 ・綾部和三郎 ・亀崎華家 ・朝倉宏 ・伊藤忠雄

(国療神奈川)

結核菌の分離培養に当っては現在種々の培養法が試み

られているが,小 川培地による定量培養法が普く実施さ

れてい るようである。培地のpHが 集落発生に及ぼす

影響と関連 して,そ の組成,各 種前処理の検討も行われ

てきたが未だ充分検討されたとはいえない。私共は伊東

BeckmanG型pHメ ー ターによって小川培地におけ

る凝固水pHの 推移を経時的に計測し,各 種前処理にお

いて接種量が集落発生に及ぼす影響について検討した。

〔実験1〕1%NaOH処 理喀疾:臓 器の定量培養に当っ

ては,1%NaOH水 で前処理し,1%KH2PO`培 地

(以下1%培 地)に 培養する方法が用いられているが,

本実験では喀疾を被検材料として実施した。喀湊C,D

を等量ずつ混合撹絆し1%NaOH水 にて5倍 に稀釈,

60分 前処理しその0.1ccよ り0.5cc迄 をそれぞれ18又

は6本 の1%培 地 に培養し各培地のpH推 移をみると,

接種量がO.3,0.4,0.5ccの 如 く多い場合で も培地のpH

緩衝能は比較的大である。この集落発生数をみると接種

量の増加 と共に培地1本 当 り平均集落数の漸減が認めら

れ,0.1cc平 均では加速度的に減少をみる。 〔実験皿〕

4%NaOH処 理喀湊:供 試喀湊A,B,C,Dを とり

4%NaOH水 で5倍 に稀釈,20分 前処理して,各 種接

種量を6本 又は3本 の3%KH2PO4培 地(以下3%培 地)

に注入培養 し培地凝固水の推移を平均してみ る と,0.1

ccよ りO.2,0.3,0.4,0.5ccと 接種量が増すにつれて培

地の緩衝作用は低下する。集落発生数をみると,0.1ccか

ら0.3cc注 入 までは培地1本 当りの平均集落数は,接 種

量の増加につれて軽度の増加をみ,0.1cc平 均では接種

量が0.2cc及 び0.3CCに な ると減少す る。従って定量培

養的見地より見るならば,か かる組成を有する培地にわ

ける接種量は0.1ccが 適当であることが認められ る。

〔実験皿〕4%NaOH菌 浮游液とNatresin加 培地;培

地の緩衝能の良否は集落発生と密接な関係を有す ること

が以上の成績より明瞭にわかるので,0.1%,0・3%,0・5

%Natresin加 培地(以 下N加 培地)を 試作し・4%

NaOH菌 浮游液を前述同様8本 及び4本 の培地 に接種
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してpHの 推移,集 落発生数を盲検 した。叉4%NaOH

水 を3%培 地に注入してpH推 移の対照 とした。N加

培地のpH推 移をみると,各 種接種量とも,0.3%及 び

0.5%N加 培 地は接種後3乃 至7日 頃よりpH緩 衝能が

大 となっている。この集落発生数をみると,O.1cc注 入

では,0.1%及 び0.3%N加 培地が,0.2,0.3,0.4cc,

注入ではO.3%及 び0.5%N加 培地が比較的集落発生

は良好であった,O.5cc注 入ではO.5%N加 培地にの

み集落発生をみたe〔実験rv〕8%NaOH処 理喀湊:供

試喀疾C,Dを8%NaOH水 にて等量に稀釈,20分 前

処理して,前 述同様3%培 地及び0.3%N加 培地に10

本乃至4本 それぞれ接種して凝固水pHの 推移と集落発

生数を比較した。対照 として同じ喀疾を4%NaOH水 で

5倍 に稀釈,20分 前処理して,3%培 地 にそれぞれ3本 宛

接種したe接 種 した培地の凝固水pHの 推移をみると,

O.3%N加 培地の緩衝能は3%培 地に比 して接種後3乃

至15日 で大とな り,O.1cc注 入では至適pH以 下に低下

し。0。2,0.3cc注 入では至適pHに 近づ くが,更 に接

種量が増加すると緩衝作用は次第に緩慢 となる。 この集

落生数をみ る と,接 種量がO.1ccで は有意の差は認め

ないが,0。2,0.3ccと 増量すると,3%培 地 に比して,

N加 培地が若干優っている。3%培 地及びN加 培地の集

落数を対照と比較すると,両 者とも対照に劣っているこ

とが認められる。培地の汚染をみると,1%NaOH及 び

4%NaOH処 理ではN培 地の汚染は認められなかったが

8%NaOH処 理では3%培 地で4.2%,N加 培地で4。1%

の汚染をみた。 〔結論〕1,1%NaOH処 理,1%培 地

接種では,接 種量が多い場合でも培地の緩衝能は比較的

大 きく,集 落発生は接種量の増加につれ,培 地1本 当り

平均数は漸減 し,0.1cc平 均では加速度的減少をみる。

4%NaOH処 理,3%倍 地接種 で は接種量の増加に伴

って培地pH緩 衝能は緩慢とな り,集 落数はO.1cc注 入

よりO.3cc迄 は軽度の増加をみ,0.4,0.5cc注 入 では

集落の発生を認めなかった。2,8%NaOH処 理,3%

培地及びO.3%N加 培地接種では,N加 培地のpH緩 衝

能は3%培 地に比 し接種後3乃 至15日 で大 とな り,0.1

cc注 入では至適pH以 下に低下し,O.2,0.3cc注 入

では至適pHに 近づき・0・4,0・5ccで は緩衝作用は次

第に緩慢とな る◇集落発生は接種量が増加す る につ れ

て,3%培 地 に比し,N加 培地が若干優っている。しか

し両者とも対照と比較すると劣っていることが認められ

るので,更 に少量接種では0・1%N加 培地について検討

する必要がある。又汚染の点を加味するならば4%Na

OH水5倍 稀釈,前 処理の上3%培 地に少量接種する培

養法が今の所好適な ものと考えられ る。

33.湯 田温泉水の結核菌に対す る作用

柴田正衛 ・高岡久雄 ・上野滋夫 ・永下登(国 療湯田)

〔緒言〕 昭和13年 千葉の佐藤氏は温泉水は結核菌の発

育を抑制すると報告 してい るが,我 が湯田温泉水は如何。

温泉水で作製せ るKirchner培 地のSCM培 養実験と

温泉水に浸漬せ る結核菌の発育態度を観察したガ 〔実験

方法並に成績〕実験第1:人 血清Kirchner培 地 の蒸

溜水の処を温泉水で代えて作製 し,広 大占部教授のシヤ

ーレーによる変法SlideCultur法 を実施 した。菌液は

菌体ば らば らになった単個菌のGaffky皿 ～rv号 程度分

布の ものを得るために,生 食にて磨砕混和後遠心沈澱し

て上清を使用する。実験せる菌は人F菌 ・鳥型61Aで あ

る。発育状態の判定は,今 村内科の規準にて陰性(一)よ

り最強度陽性(柵)迄 になってい る。発育してい る菌小集

落の菌体個々は長大にな り,穎粒に富み・分裂増殖 してい

ることが,形 態所見からも判然と認められ る。集落ある

いは菌叢 も乱雑な排列でないと観察され る。人F菌 の温

泉Kirchner培 養(SC法)に 拠 る(一)よ り(柵)に 至 る発育

所見を顕微鏡写真にて示す。蒸溜水を以て作製せる本来

のKirchner培 地を,す なわち対照と称 し,温泉にて作製

せ るを温泉Kirchner,%に 濃縮せる温泉にて作れ るを%

濃縮温泉Kirchnerと 称 し,対 照の人血清を滲出性肋膜

炎(化 学療法中)の 胸水にて代用せるを胸水Kirchner培

地 とそれぞれ称 し,発 育状態を表示す る。人F菌 の場合

も鳥型菌の場合もSCM発 育所見は1日 の差あるいは2

日の差で対照よ り温泉培養の方が早く軽度陽性あるいは

中等度陽性になる。後期には対照 も温泉 も同様の発育所

見である。人血清の給血者を異にせ る実験例では,発 育

は極端に悪 くなって,対 照では陰性に終 り,温 泉では第

9日 目に軽度陽性になっている。胸水Kirchner培 養で

は,化 学療法患者の胸水なるため発育せず。実験第2:

各種濃度温泉水すなわち10%よ り300%(〉 ζに濃縮せ る

もの)に 渉る系列に作用時間は直後より11日に渉って,

人F菌0.1mg/CC含 有率にて浸漬した。且つ贈卵器内放

置浸漬と室温放置浸漬の2群 に分った。漬浸してしか る

後0.1ccず つ1%小 川培地に培養した。 すなわち菌液

の菌のMediumを 温泉水にした時の,そ の後の菌発育

状態あるいは生存力を見 る実験である。成績は対照すな

わち生食水に浸漬せ る人F菌 と同様に非常によく発育し

た(夏 期の実験では,鰐 卵器内37。C放 置と室温放置と

の間に差異はない)。 芽すなわち初発発育は12時 間浸漬

迄では浸漬時間長い程,遅 延す る。1日 以上浸漬では一

定の傾向がない。次に室温1。Cよ り12。Cで あった各k

の実験では,37。C鰐 卵器内放置にて温泉浸漬作用後の

菌発育は12時 間迄は対照 と同様非常 によく発育 してい

る。室温1。C～12。C放 置の方 も非常によく発育してい

る。艀卵器内37。Cに1日 以上,7日 迄浸濱放置すると

俄然発育悪 くなって,対 照の1日3日 浸漬 と10%50%

温泉水浸漬1日 間は発育 してい る例外を除 き,他 例は全

部発育しない。 これに反し室温放置では1日 間以上,7

日間浸漬しても,発 育 してい る。 〔考案並に結論〕実験
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第1で は温泉使用Kirchner培 地 にSCMを したが,鏡

検的に発育開始が促進している。換言すれば,静 止期が

短縮してい る。温泉水には鉄イオン等の触媒作用をなす

ものがあるので,こ れが静止期,結 核菌の酵素作用を促

進するならんと考える。実験第2で は,菌 の浸漬作用,

すなわち人F菌 を温泉水のMediumに お けば,そ の後

の菌の発育は生食水浸漬菌液の菌と発育同様であ り,温

泉水は生存力を障害しない。最後の冬の実験では37。C

1日 間以上放置すれば生食水浸漬菌液も温泉浸漬菌液も

その発育力に障害を来 してい るが,決 して温泉水の障害

作用ではない。温度の障害作用である。

34。 葡萄球茜培養濾液の結核菌発育促進作用

1.鶏 卵培地に於る作用

続木正大(結 核予防会結研)

結核菌を培養中,他 の微量の菌例えば放線菌,懸状菌,

又は球菌等が混入 してそのために結核菌の発育が非常に

促進され ることがある。放線菌及び懸状菌に就て も既に

検討し,殊 に放線菌に就てはその一部を太学会に報告し

た。今回の実験に使用した菌はStaphylococcusalbus

で鶏卵培地に結核菌培養中,迷 入 して結核菌の発育を非

常に促進 させた球菌の一つである。鶏卵培地に於 る結核

菌と葡萄球菌 との共存培養:人 型結核菌,清 株H三 の

10"5mgを1%第 一燐酸加里鶏卵培地の各5本 に培養し

5本 はそのままとし,他 の5本 には微量(約1/2白 金耳)

の この葡萄球菌をその申央部に添加 し,L37。Cに8週 間培

養し結核菌の集落発生状態を観察した。葡萄球菌を添加

したものは対照に比 して1週 間早く集落が現われ,24日

ですでに集落は出つくして了い,5本 の集落平均数は約

16%多 かった。対照では42日 迄に徐々に現われ個 々の集

落の大きさにも相当の差が出来た。即ち,微 量の萄萄球

菌の共存によって,結 核菌の発育が可な り促進されたこ

とになる。葡萄球菌培養濾液の鶏卵培地上微量添加によ

る結核菌発育促進作用:上 記と同様に鶏卵培地に結核菌

を培養し,こ れに葡萄球菌肉汁培養濾液の0.1ml宛 を

添加し,濾液を添加せぬ対照と4週 間に亘って比較した。

濾液は葡萄球菌を肉汁に37。C2日 間培養 し,こ れ を

Chamberlandで 濾過したものである。濾液を添加 した

ものは共存培養の場合と全 く同様に,対 照に比べて1週

間早く集落が現われ集落数も多 く大きさにも可なりの差

が認められた。即ち,こ の葡萄球菌は結核菌の発育を捉

進させ る物質を産生す ることがわかる。葡萄球菌培養濾

液の加熱による影響:培 養液を80。C,30',100◎C,30',

100。C60',120。C30'加 熱 して後使用し,そ の効力の変

化を観察した結果,120。C30,で は可なりの影響を認めた

が,100。C60'加 熱ではこの濾液の効力は殆んど減退 し

なかった。葡萄球菌培養濾液加鶏卵培地の製造:1%第 一

燐酸加里鶏卵培地の原液(基汁)製 造の際,蒸 溜水の20%

をこの培養濾液に代えた場合に最も効果的であることが

確かめられた。各種鶏卵培地に培養濾液を加えた場合の

効果:小 川の1%第 一燐酸加里培地のみでなく,岡 。片

倉培地並にLδwenstein・Jensen培 地 もこの濾液を添加

して作ることによって,共 にその性能を非常に高める事

が出来た。喀淡内結核菌分離培養に於 る効果:小 川の3

%第 一燐酸加里培地を作 る際にこの濾液を加えて,小 川

法を用いて喀疾を培養し,濾 液を入れずに作った同培地

と8週 間に亘って比較した。濾液を加えて作ることによ

って小川培地の陽性率は相当高められた。すなわち喀褻

培養総数106で,総 陽性数37の 内,20(54.1%)は 両培地

共に陽性で,17(45.9%)は 濾液加培地にのみ陽性であっ

た。濾液加培地に陰性で,こ れを加えぬ培地に陽性であ

ったものは1例 もなかったe濾 液加培地の集落初発平均

日数は19.5で,濾 液を加えぬ場合の25・7に比べて約6日

少い。濾液加培地では集落の形は相当大 きく又集落数 も

多い。なお,一 般に喀渓検査に要する6～8週 間の観察

期間をほぼ4週 間に短縮する事が出来た。葡萄球菌培養

濾液の保存:室 温に6ケ 月放置 してもこの濾液の効果は

減退しない。葡萄球菌培養濾液の濃縮:こ の濾液を1110

に濃縮して も効果は変 らない。従って培地に濾液を添加

して作る際,こ の濃縮濾液を使用すれば,培 地全体の1

%以 下の量で足 りることになち、〔総括〕この葡萄球菌培

養濾液を添加することによって各種鶏卵培地に於る結核

菌の発育は可な り促進され る。すなわち集落発現時期が

早 くな り,発育期間が短縮され,個 々の集落は相当(直 径

は約3～4倍)大 きくな り集落数は増加する。喀湊検査

に於ては,こ の濾液を添加することによって集落初発平

均日数は6日 減少し,従 来の観察日数6～8週 間を約4

週間に短縮す ることが出来た。又例数が少いので断定的

なことはいえないが,そ の陽性率を殆んど倍加すること

が出来た。なお液体培地に於る効果に就ては次の機会に

報告したい。今後勿論,こ の濾液から有効物質を分離せ

ねばならない。以上述べた方法が飛躍的に結核菌の発育

を旺盛にす るものでないことは無論である。結核菌の迅

速培養法,殊 に微量排菌者の早期診断,迅 速耐性検査法

等に役立つ培地の出現が切望されてい る現在,こ の様な

方法が,た だ,い ささか新 しい方向の示唆ともなれば幸

である。

〔質問〕 中川洋(久 留米大細菌)

①葡萄球菌は,特 殊の株を使用 されたか。②濾液を採

られる場合の条件について。③濾液中の発育促進性の本

態についてどの様に考えられているか。

〔回答〕 ①この菌は特殊なものではなく,他 に もこの

程度に結核菌の発育を促進 させ る菌株は可な りある。②

肉汁培養期間は2日 間としその培養液をChamberkmd

で濾過した。③この様な作用の本態に就いては今後検討

するつ もりである。

35.人 型 結核菌発育促進物質に関す る研究
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結核菌及びツベルクリン

山田弘三 ・川口幸平 ・松島康之(名 大分院内科)

人型結核菌は窒素源 として,ア ミノ酸又はアムモニウ

ム塩,炭 素源としてグ リセリン又は葡萄糖,そ の他無機

元素としてP,K,Mg,Feよ りなる合成培地に発育し

長期に亘って継代可能である◎ しかし1～2週 後,漸 く

相当の発育を見 る程度で,こ れを何 らかの物質を加える

ことによ り,発 育 を促進せん とす る試みは極めて多い。

それらの申,人,牛,兎 等の血清又は血漿が先ず挙げら

れる。最近YoumansはProskauer-Beck培 地で

generationtimeが20.5時 間のH37Rv株 は牛血清又は

Proantithrombinの 添加により14.4時 間 に短縮すると

…報じたe更 にFrischは 人 赤血球発育促進作用の著しい

ことを述べ,本 態はヘモグロビンにあるとしている。一

方貝田は牛の臓器エキスの内,肺,腎,副 睾丸等に促進作

用を認め,最 近山田は鶏卵培地の表面をTrypsinで 処理

すると3～5日 でコロニーの発現を見るとい う。我 々も

多 くの物質について人型結核菌発育促進作用を検 したの

で報告するc〔 実験方法〕青山B,H37Rv株 を用い培地

はソー トン,キ ル ヒナー,小 川培地を用いた。一部では

鳥型菌獣調株について,ソ ー トン寒天を用いて実験した。

〔実験成績〕1)ビ タミン:B1,B2,ピ リドキシン,ピ

リドキサール,ピ リドギ聾 シン,ビ オチン,パ ントテン

酸Ca,B12,葉 酸,ビ タミンP,ニ コチン酸及びアミド

yeastextractを100～0.01γ/ccの 間で小川氏培地に加

え人型菌に対する影響を見たが,被 験濃度では認むべき

変化を見なかった。yeastextractは40～2%間 で行

った。2)二,三,蛋 白質のTrypsin処 理 について:

人 及び家兎の血清及びヘモグロビンにつ きトリプシン処

理を行った。 す な わ ち2～3ccの 血清に トリプシン

5000～10.000単 位 を含む同量のpH7.1緩 衝液を加え,

一夜37。Cに 放置後ソー トン培地に加え(20,10,2%)

56¢C,30'加 熱後培養した。結果は殆ど影響ないが,や

や血清の発育促進作用の減弱を見た。肺結核患者血清の

2例 に於て,ト リプシン処理血清のみ3週 後 も殆ど発育

を見ない ものがあるが,こ れが結核症と何等かの関係を

有するか否か不明である。次に赤血球を三回洗漉後蒸溜

水10倍 量で溶血せしめ血清と同様処理したが,Trypsin

によ り変化を受けず,10～0.01%の 間で極めてよく人型

菌の発育を促進する。なお トリプシンその ものは培地に

入れて も(400～4単 位1cc)ト リプシン液と菌を混合し,一

定時間毎に鶏卵培地にうえてコロニーを数えて も全 く変

化を認めない。3)臓 器抽出液:海 猴,白 鼠,家 兎の肺,

肝,脾,腎,脳,副 腎,甲 状腺,胸 腺,睾 丸,副 睾丸を約10

倍 の生理的食塩水でhomogenateし ・一夜氷室放置後,

シキ ンベランで濾過 し,20～2%割 にソー トン培地に入

れた。各動物の肺,副 睾丸は相当促進的に,脳 はやや促

進的である。畢丸,肝,脾,副 腎はやや抑制す る。白鼠

及び家兎の胸腺抽出液はそれぞれ10及 び20%添 加 で殆 ど

結核菌の発育を見ない。肺の促進作用は血清より劣 り,

トリプシンによ り影響を受けない。なお人扁桃腺は殆ど

影響ない。牛 リンパ腺の如く抑制的ではない。4)ホ ル

モン:先 ず市販のヒポホ リン,プ レホルモン,ロ バール,

オバホルモン,エ ナルモン,ア ドレナ リン,イ ンシユリ

ンの中プレホルモンとロバールの高単位に於てやや抑制

するのみで他は影響しない。次にCortisoneは 人型菌

を100γ/cc以 上で阻止す るが鳥型菌は1000γ1ccま で無

髭響,Hydrecortisoneは10γ1cc以 下 に於て両型共や

や発育良好である。5)犬 の胸管 リンパについて:P.

R㏄he,MCummings及 びMaxLurieは 白鼠及び家

兎をコーチゾンで処置すると病変高度なることを報告し

ている。この成績を4)のCortiseneの 結果から説明す

ることは困難であり,Cortisoneの 注射により生体内で

菌の増殖を促す何等かの物質の遊離することが想像され

る。よって我 々は犬を用いCortisone投 与の前後に亘

り,血 清及び胸管 リンパをとり,結 核菌発育に及ぼす影

響を観た。今回は先ず正常犬の リンパ液について報告す

る。20～10%添 加 により人型菌の発育を促進す るが,血

清よ りその程度は劣る。正常犬に於 て はCortisone50

mg皮 下注射後に取った1～3時 間の リンパは殆ど変化

を示 さない。次いで結核菌接種の犬について も同じ実験

を進めている。〔結論〕1)人 の血清及びヘモグロビンは

極めてよく人型菌の発育を促進し,血 清はTrypsinに

よ り促進作用の低下を来すがヘモグロビンは変化を受け

ない。2)カ ゼイン水解物は0.5%の アスパラギンの存

在の下にのみ人型菌の発育を促進する。3)ビ タミン及

びホルモンの類で明かに発育を促進す ると思われるもの

はない。4)海 狽,家 兎,白 鼠の肺,副 睾丸は人型菌の

発育を良好ならしめる。5)犬 の胸管 リンパは血清より

は弱いが,発 育促進作用を有する。正常犬に於てCorti。

sone50mg注 射後この リンパの発育促進作用は変化を

示さなかった。

〔質問 ・追加〕 中川洋(久 留米大細菌)

モルモット肺臓含塩水滲出液の結核菌発育促進性の本

態についてどのようにお考えか。私共はモルモット肺臓

抽出物中の燐脂質が結核菌の発育を促進することを4月

20日 の細菌学会で報告していることを追加する。

〔回答〕 肺homogenateの 各分屑について発育促進

作用を研究する予定である。

〔質問〕 松尾吉恭(広 大細菌)

Sauton液 を用いてその表面発育を以て発育程度を比

較することは,当 初移植菌量のControlが 極 めて困難

であることを経験しているので,演 者に何か良い方法が

あったら御教示願いたい。

〔回答〕1白 金耳量の菌膜を移植 してい るだけであ る.

36。 結核苗に於けるPurine生 合成とPASの 制芭

酢
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勝 沼信 彦 ・石川 栄 治 ・渡 会 一 男(名 大 生 化 学 ・国療 大

府 荘研 究 室)

PAS部 分 阻 害 条件 下 に4・amino5・imidazolcarbo。

xamide(AICA)系 化 合物 が 蓄 積 す る こ と,Purine系

化 合 物 でPASの 制 菌 作 用が 減 弱 す るこ とか ら,PAS

はPurineの 生 合成 をPurine環 閉 鎖 の 所 で 阻 害 す る

こ とを述 べ た◎ 又 その 機 作 はP・aminobenzoicacid

(PABA)P備aminobenzoylglutamate(PAGE)葉

酸 で 著 明 にPAS制 菌 力 の減 弱 を見 る所 か ら,Purine閉

環 助 酵素 の 主 要 成分 で あ る葉 酸 系 化 合 物 の 合成 をPABA

との拮 抗 に於 て 阻 害 す るか らで あ ろ う と推 論 した、 その

後(1)こ れ 等 増 殖 拮 抗 物 質 でA玲Aの 蓄 積 が 減 少 す るこ

と と② 新 た にPAS阻 害 下 にGlycineamideribotide

(GAR)が 蓄 積 す る こ とを確 か めPASの 第 一 阻 害点 が

imidazol閉 環 阻 止 の 所 に あ る こと を知 っ たc(3)AICA

及 びimidazo1閉 環 反 応 の 助 酵素 の 本態 が,Leucovorin

とATPか ら酵 素 的 に 誘 導 さ れ る 新Nucleotid 　

ら しい こ とを 明 らか に した。(1)拮 抗物 質 に よ るAICA

蓄 積 の 減少:ArabinoseとGlycineの 入 った 培 地 に

PAS1.25mg/cc含 有 きせ 鳥 型 菌 を うえ3日 培 養 で 培

i養i濾液 に つ き,nonacetylatablediazotizableamine

として定 量 した。 これ 等PASへ の 拮 抗 物 質 に よ

り増 殖 のpreventeが 出 来 る と同 時 にAICAの 蓄 積

も減 少 す る こ と が わ か っ た 。(2)PAS阻 害 に よ る

Glycineamideribotideの 蓄 積:PASlmg/cc含 有

A-G培 地,培 養 濾 液 を イ オ ン交 換 樹 脂Dowex1(200～

400mesch.h=10)に 吸着 さ せ,0.05Mammonum

-formateでeluteす る とNinhydvin陽 性
,有 機 燐,

Ri1◎seを 持 っ た化 合 物 を得 る。 この もの は ペ ーパ ー で 単

一 物 質で ,水 解 し分 析 す るとGlyeineとRiloseと 有 機

燐 が1対1対1の 割 に結 合 した もの でGlycineamide

-ribotideで あ る こ と を知
った。 燐酸 の結 合位 置 を決 定 す

るため に過 沃 素 酸分 解 及 び硬 酸 に よ るB6seken反 応 を

ペ ーパ ー 上で 行 った と ころ,著 明 にRfの 滅 少 す る所 か

らRiboseの2「,3'に は 燐酸 は結 合 して い な い 。 す な

わ ち,Ribose・5燐 酸 で あ る◎PASは 第 一 にGlycine

$翌2PAS壁1誠>C
ll
Ribose5～PRibose5～P

・amideribotideを 閉環してイ ミダゾール リボチッドに

する所を阻害し,こ の阻害をのがれた一部がAICAま
『で合成 され再び第二作用点としてAICAの 閉環が阻止

され る もの と思われ る。Glycineamideribotideは

Purine前 駆物質としてGreenbergに よ り酵素的に合

成 されたものであるが,薬 物阻害下 にこの化合物が 蓄

積 することを捕捉 したのはスルフォン剤を通 じて も初

めてである。(3)PASの 制菌力に最 もよく拮 抗す る

Leucovorin誘 導体の挿捉:Greenberg及 びPeabody

が最近Leucovorinの 肝 ホモヂネイ トを作用 させて

AICA閉 環助酵素 として非常に活性の強い化合物が出

来ると速報 している。そこで我 々もPASの 拮抗で見 た

場合葉酸よりLeucovorinが はるかに拮抗能が良いこと

を確かめたので,Leucovorinよ り更に拮抗能のよい も

のがLeucovorinの 酵素的誘導物の申にあ りはしない

か実験した。'Greenberg等 の報告は速報中に極めて簡

単に記載してあるのみなので,我 々の捕捉したものと同

一かどうか知 り得ぬが ,我 乃が捕捉 したのは次の如きも

のである.化 学合成LeucovorinとATPを 鼠肝で

30。C30分 間作用させ100"c5分 で除蛋白し,減 圧濃

縮してペーパーで酷酸とButanol系 で展開する螢光を

持ったLeucovorinと 異なるスポットをかなり大量に

得る。これの吸収スペクトルを見 ると255mμ と365mμ

に強い吸収極大を有する化合物で,0.5N塩 酸で弱い加

水分鯉をすると容易にLeucovorin(吸 収極大280mμ)

を出し,Riboseと 燐酸を有し,強 加水分解でAdenine

を出す。一応LeucovorinとAdennineか らなるPi・

nucleotideで あろうと推察している。 現在結晶化を行

いつつある。この構造は結晶化の後に確定報告したい。

この化合物は強いPASへ の拮抗作用がある。又Leuco。

nosticcitrovorumのgrowthfactorと してのacti・

vityも 強い事を知った。従 って結核菌に於てAICA経

由のPurine生 合成の場合 このformyl基 転位の助酵

素となっているのはこの新Leucovorin誘 導体である

ものと考える。

37.揮 発性物質の結核菌発育阻止作用に関する実験的

研究

塩沢精一(新 潟市社会事業協会信楽園 ・新大桂内科)

揮発瓦斯の結核菌発育阻止に関する実験に際しては,

瓦 斯を充分培地面に作用させ ると同時に,菌 培養の諸条

件 を充分満足 させ る事が必要である。今迄遠藤他数氏の

報告があるが,そ の方法は必しもこの条件に適合せず,且

阻止力の強弱に就ての系統的実験はない。唯徳臣の培地

内小円筒挿入法及び稀釈法はほぼ この目的に適合する。

私は氏の法を用いキシn一 ル等19種 に就き系統的に検索

した。即 ちO.K.培 地 の凝水上に小円筒を挿入し,そ の

上部の培地面に,型 の如 く作成せる菌浮游液の2白 金耳

を塗擦し,次で予め菌発育に艇響無 き事を確めたゴマ油,

乳糖又は蒸溜水で2倍 か ら16倍 迄(フ 湾ルマリンは 別

に稀釈した)倍 数稀釈した被験物質を前記小円筒に注入

し,贈 卵器に収め,菌 の初発 日数及び発育状態を6週 間

以上観察した。その結果菌発生を全 く認めない ものを完

全阻止,菌 は発育するが対照に比 し初発日数遅延し,又

は終末迄の発育状態の劣るものを不完全阻止,対 照と同

様なものを阻止力無しとすれば成績は次の如くである。

人型菌F株,H37Rv株 及び牛型菌に対す る阻止力はほ
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ぼ同様で,フxル マリンは50倍 稀釈迄完阻,400倍 稀釈

で も不完阻。 メチル 及 び エチルアoレコールは4倍 迄完

阻,8倍 迄木完阻。グアヤコールは2～4倍 迄完阻,8

倍迄不完阻。キシロール,ユ ーカリ油,ミ ル トールは2

倍完阻,4倍 迄不完阻。メンタ油,ト ルオールは2倍 迄

完阻,4～8倍 迄不完阻。エーテル,ベ ンゼン,ペ ルガ

モット油,ラ ペンデル油は概ね原液のみ完阻,4倍 迄不

完阻。テレピン油は原液或は2倍 迄完阻,2～4倍 迄不

完阻。メントールは原液から16倍迄,カ ンフルは原液か

ら8倍 迄,チ モール,石 油は2倍 迄不完阻の み を示 し

た◇鳥型菌に対しては,フxル マ リンは16倍 迄完阻,64

倍 で も不完阻。エチルアルコールは4倍 迄完阻。メチル

アルコールは2悟 迄完阻,4倍 迄不完阻。エーテル,ト

ルオールは原液のみ完阻,4倍 迄不完阻。キシロール,

ユーカ リ油,ミ ル トール,テ レビン油は原液のみ完阻,

2倍 迄不完阻。グアヤコール,ベ ンゼン,ペ ルガモット

油,ラ ベンデル油は2倍 迄,メ ンタ油,石 油は原液が不

完阻のみを示したがメン トール,カ ンフル,チ モールは

阻止力を有しない。冷動型菌に対しては,フ 才ルマ リン

は4倍 迄完阻,16倍 で も不完阻。ベンゼンは原液のみ完

阻,4倍 迄不完阻。エチルアルコール,キ シロール,ト

ルオールは原液のみ完阻,2倍 迄不完阻。メチルアルコ

ールは原液のみ完阻。グアヤコール,ヱ ーテル,ラ ペン

デル油は2倍 迄,ユ ーカリ油,ミ ル トール,メ ンタ油,

テ レビン油,ベ ルガモット油は原液が不完阻のみを示 し

たが,メ ントール,カ ンフル,チ モール,石 油は阻止力

キ シロ ー ル

メ チル アル コー ル ユ ー カ リ油

フナルマリン》クレオソー ト〉エチルアノレコーノ〉ミル トール〉ベルガモット油〉弟㌧ト㌶ 〉暑モ噛

グ ア ヤ コ ー ル メ ン タ 油 ラベ ンデル 油

トルオール テ レ ビ ン 油

④SM,INAH,PAS各100γ/cc耐 性菌に対する阻止

作用に関する報告はないが,私 の成績では,感 性菌 と各

耐性菌との間及び各耐性菌相互の間に格別の差は認めら

れず,且 その阻止力は前記人型及び牛型菌に対する場合

とほぼ同様であった。⑤鳥型菌或は非病源性抗酸牲菌に

就ての報告は見当らないが,鳥 型菌及び冷動型結核菌に

就ての私の成績では,上 記被験瓦斯に対する之等の菌の

抵抗は,人 型及び牛型菌よりも強 く,就 申冷動型菌に於

て著 しい。

38.肺 結核患者の尿中結核茜排泄 伏態について

近藤弘 ・伊藤善朗(国 療天竜荘一荘長申村健治)・ 水

之江公英(北 里研究所)

国立療養所天竜荘入荘肺結核患者782例 について・尿

中結核菌の検出を試み・肺結核との関係及び分離菌の各

種抗結核剤に対する抵抗性を調査し若干の知見を得た。

尿の培養に就てはかテーテルを用いず綿栓を施した滅菌

を有しない。肺結核患者喀渓 より分離 したSM・INAH・

PAS各100γ/cc耐 性菌及び感性菌に対しては・フォル

マ リンは50～100倍 迄 完阻400倍 で も不完阻。メチル

及びエチルアルコールは4倍 迄完阻eメ ンタ油・グアヤ

コールは2～4倍 迄完阻,8倍 迄不完阻。テレピン油,

キ シロール,ト ルオール,ミ ル トール,ユ ーカリ油は2

倍迄完阻,4倍 迄不完阻。エーテル,ベ ルガモット油,

ラベンデル油は原液のみ完阻,4倍 迄不完阻。ベンゼン

は原液のみ完阻,2倍 迄不完阻。メン トールは16僑 迄,

カ ンフルは8倍,チ モール,石 油は2倍 迄夫々不完阻の

みを示 した。 クレオソー トは特異な現象を呈 したので

他 と区別して一括すると,冷 動型菌以外の菌株に対 して

は,何 れ も4倍 迄は全く菌が発生しないか,又 は一且発生

した集落が終末迄に全 く消失 し,8～16倍 では同様に漸

次消退したが全く消失するに至 らなかった。今全く消失

したもの迄を完阻とすれば,人 型,牛 型,感 性菌及び各

耐性菌に対しては,4倍 迄完阻,16倍 迄不完阻。鳥型菌

に対しては2倍 迄完阻。8倍 迄不完阻を示す。但冷動型

菌に対しては原液が不完阻を示すのみで,集 落の消退は

認 められない。以上の成績を総括すると,① 何れの菌株

に対して も菌発育を促進 したものは認め られない。②ク

レオソー トは他の被験物質と異 り,一 旦発生した集落が

漸次消退乃至消失する特異な現象を呈したが,斯 る報告

は現在迄見当らない。③人型F株,H37Rv株 及び牛型

菌に対する阻止力は略々同様で,之 をその強さの順に羅

列すれば次の如くである。

エ ー テ ・ル

ベ ン ゼ ン

採尿管に早朝第1回 尿を採取したものを3000回 転20分 間

遠心し,そ の沈渣に4%硫 酸を適宜加えて30分 間放置し,

更に10分 間遠心して,そ の沈渣を岡 ・片倉培地に塗沫培

養 した。尿一般検査は型の如く,ま た同日早朝喀疾の培

養 も原法の前処置で同じく岡 ・片倉培地を用いて併せ施

行した。次いで尿中結核菌の陽性をみたものは,喀 疾よ

りの分離菌と共に抗結核剤に対する抵抗性検査を岡 ・片

倉培地で間接法に依つて行つた。爾尿培養抗酸性菌陽性

に就てはプライス氏法を併せ行つて次の実験 結 果 を得

た。 ①天竜荘入荘肺結核患者782例 の尿中より3.8%

(29例)に 結核菌を証明した。この中には臨床的に既に腎

結核症の診断のついた例4例 及び死後剖検に依 り,腎 結

核兼前立腺結核を認めた例1例 が含まれている。②尿中

結核菌陽性例の臨床所見との関係では,喀 疾中結核菌陽

性例が69.0%(29例 申20例),赤 沈促進例が69.0%(29例

申20例),胸 部 レ線所見で空洞の認められる例58.6%(29
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例申17例),病 巣の広さ(ア メリカ結核臨床部会の分類に

従う)の 中等度以上の例72.4%(29例 中21例)で,肺 結

核の軽症例より申等症以上に多く認められた。③尿の所

見では蛋白陽性例が24.2%(29例 中7例)に みられたの

みで,他 は正常尿と殆ど変 りがなかつた。④尿,喀 疾よ

りの分離菌の各種抗結核剤に対する抵抗性は,SMで は

尿菌,喀疾菌共3例 宛,PASで は喀疾菌に1例,尿 菌に

3例,INAHで は共に2例 であって,SM,INAHで

は大体両者同程度に,PASで は尿菌に高率に抵抗性菌

が認められた。同一患者の尿菌と喀疾菌との各種抗結核

剤に対する抵抗性に差のあるものは8例 で,そ の申の1

例(臨 床的に既に腎結核症の診断のついている例)の 尿

菌は3種 抗結核剤に抵抗性を有するにかかわらず,喀 疾

菌はどの抗結核剤に対して も耐性のなかった興味ある例

であった。

39.人 工放射性同位元素S35標 識づきBCG及 び人

型結核菌による実験的研究

菅野巖 ・八鍬英一郎 ・相沢慎吉 ・高橋義郎 ・進藤三郎

(東北大抗研)

われわれは,人 工放射性同位元素S35を ソー トン液体
　

培地にMgSO4の 形 で含ませ,S35標 識づ きBCG,あ

るいは,人 型結核菌をつ くり免疫実験をおこない,ま た

そのさい菌の発育する状況や生菌数などを調べたので,

そのうちのこ,三 のものについて報告する。まず,ソ ー

トン培養液中に含まれているS35の 量 のちがいにより,

人型結核菌の発育する状態をみ ると,S35の 含 まれてい

る量のかな り多い場合には,こ れを全 く含まないか,あ

るいは,ご く僅かしか含まない培地における発育と比較

して,そ の発育する速度が大であ った。また,ソ ー トン

液体培地のなかのS35の 含有量のちがいによる日本株B

CGの 収穫菌量や生菌数をみると,S85を 含んでい る培

地では,そ れを含んでいない培地よりも,収 穫菌量や生

菌激が多かつた。これは,日,仏,米 の3菌 株を比較し

た場合にも同様な結果をえた。次に,ツ ベルクリン反応

の状態をしらべてみると,日,仏,米 の3株 ともS35を

含 んだ放射能群が,そ れを含まない群とくらべて,一 般

にツベルクリン・アレルギーが強くあらわれて,そ の状

態を持続している。これは,特 に仏国株において著 しか

つた。また,体 重の消長をみると,S35を 含 む放射能群

は,対 照群 と比較して,い ずれの菌株においても,体 重

の著しい増加を認めた◎次に,日,仏,米 の3株 のBC

Gを 海狭の右側大腿皮下に接種し,週 をおって,い ろい

ろの臓器の申のS85の 放射能の強 さを比較してみた。肺

臓についてみると,3菌 株とも,2週 目において最 も強

く,特 にこれは,仏 国株に著しく,そ の後は漸次に減少

するのを認めた。そして,3菌 株間の強さを比較す ると

週によ りその差異はいろいろであつた。脾,肝,腎 臓に

ついても同様のことがいわれ る。なお,日,仏,米 の3

株のBCGを 用いて,S35を 含 むものと含 まないものと

について免疫力を比較してみたが,著 しい差は認めなか

つた。これを要するに,S35を かなり多 く含むソー トン

培地では,一 般に結核菌の発育する速度が早いようであ

る。BCG株 についてみると,培 地にS35を 含んでいる

ときには,収 穫菌量や生菌数も多いようである。また,

S35を 含 んでいるBCGも 普通のBCGも 免疫力 に つ

いては著しい差はない。しかし,S35を 含 んだBCG接

種群ではツベルクリン・アレルギーの出方も強 く,そ の

状態を持続してい る。 また,体 重の増加 も大で あ る◇

Sa5を 含むBCGを 皮下に接種した海狽のいろいろの臓

器の中の放射能の強 さをみると,2週 目に最も強 く,次

に初週,4週,6週 の順であった。

〔質問〕 谷淳音(国 療刀根山病)

① 培地中のnon-labelのMgSO4の 濃度の変化によ

って菌中にincorporateさ れ るS35のactivityは ど

の程度に変るか。②labeledcellとnen-labeledcell

との間の発育状況及び生菌数か らみ た 相違と,S35の

1abe1の 程度との聞には相関関係が見出されるか。③生

菌数の間に差があるように云われたが,170x105130x

×10s程 度で違いがあると云え るか。④1abeledBCG

注入後のS35の 臓器分布のdataの 数値は,ど のような

表現の仕方か。(例 えば,臓 器の一定量の放射能と云 う

意味の数値とか云うような意味か)⑤ 以上のような種々

の性質の違いと云うものはβ線による影響とお考えにな

って居られるわけか。

〔回答〕

①ソー トン液体培地中に含まるるS35の 含有量が多け
ぷ

れば,従 ってMgSO4の 量が多ければ,結 核菌あるい

はBCGの 菌体内にとられるS3sの 量 も多く,こ れはべ

一パークロマ トグラフによって検討すると,メ チ オ ニ

ン,チ スチンの形でとられ,と くにチスチンの量が多い

ようである。②このことについては,精 しく検討を加え

てお らなかった。③具体的に測定するにあ たって,わ れ

われの場合,若 千差異あるように思った。しかし,こ れ

は統計学的に吟味されるべ きだと考えるゴ④申され るよ

うに,各 臓器の一定量についての放射能とい う意味であ

る。⑤恐らくβ線の影響が大 きいのではないかと思 うが

いまのところ何とも申し上げられない。

〔質問〕 山村好弘(国 療刀根山病)

①肺臓において,放 射能(c。p.m.)が,2週 目の方が

1週 目より高いのは,ど のように考えられるか。少くと

も,放 射能は時間と共に,減 じる事はあつても,増 える

ことはないと考えられ るが。 ③S35をSauton培 地 に

加えた時,ど の位の量(μC/CC)を 加 えた時,結 核菌に

どの位の放射能をもつようになるか。③測定物の放射能

の自己吸収,自 然減蓑値,等 について考慮 されておられ

るか。
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〔回答〕 ①S35標 識 づきBCGを 海狭の皮下に注射

し,一 定の期日後,肺,肝,脾,腎 などの中のSs5の 放

射能の強さを測定すると,2週 目に最強であるのは,測

定の結果,事 実そのようになったので,こ れは,菌 が動

物体肉に接種きれ ると,2週 目頃に最 もよく,こ うした

臓器に集ってくるのではないかと思われる。勿論,こ の

中には,生 菌もあるだらうし,死 菌もあることと思う。

たんにS35を 含むMgSO,を 注射したような場合には,

こうしたことは認められず,時 間と と もに 減弱してき

る。② このことについても実験をおこなったが,手 許に

具体的にその数値を持合せていないので,申 し上げかね

る。③測定値については,勿 論 自然減衰値,そ の他を

考慮し,そ れ らの値を除去したものについて,そ の測定

物の値として成績を比較した。

40.微 排結核菌の毒力について

権藤砧一 ・彌永竜瑛 ・永井喬(国 病筑紫)

微量排菌者の排菌の実態に就いては既に数回に亘って

報告した。又その予後に就いては幾多の報告があ り,作

業療法共同研究班の業績並びに我々の調査では,毎 月1

回の培養で稀に塾 以下のコ・ニーを示す醸 の間漱的

培養陽 性者では,常 に培養陰性の ものと大して予後の差

が無い。又かか る微排者の連続培養に於ける集落初発時

期 とコロニー数の関係を調べると,最 終判定で(+)以

下(実 際は5コ 以下の もの)が 多 く,然 も7～8週 以後に

初めて菌を証明するものが多数を占める。かかる見地か

ら我 々は微俳結核菌の毒力を検討中であるが現在迄の成

績を報告す る。供試菌株並びに実験方法:(1海 月1回 以

上の臨床的定期喀疾培養検査に於ける間漱的培養陽性者

の うち,60日 間の連続培養の結果並びにレ線所見を含む

一般所見を吟味して厳選した症例の20株 を我 々は最微排

株 とした。②厳選 された最微排で無 く,毎 月1回 以上の

臨床的定期培養検査だけで得 られた間歌的陽性者の微排

菌約40株 を臨床微排株と仮称 し実験に供した。㈲対照株

として人型F,H37Rv,H2と 塗抹陽性者の菌株約10株

を用いた。実験を第1次 及び第2次 に分け,第1次 実験

に於て先ず臨床微排株の毒力を検討し,第2次 実験で最

微排株の毒力を験した。なお供試菌株に就いては継代数

及び保存期間をほぼ一定にした。予備実験として供試せ

る殆んど全株に就いて1乃 至数回に亘 りDubos等 の提

唱せるNeutralred呈 色反応,杉 山氏のNeutralred超

生体染色法による今村氏等の白血球生存期間,並 びにい

わゆるCord形 成能を験した。次に動物実験に於て臨

床微排株及び最微排株各々よ り6～7株 宛を選び,対 照

群より1・V7株を使用し,マ ウスを用いて尾静詠より菌量

1mg,O.Img,O.011ngを 接 腫し,各菌量別に2～3匹 宛

の群に分かち,生存日数・5週 肇の剖検による・肺肝脾の

肉眼的病変並びに肺肝を主として,Homogenize法 によ

り小川氏1%KH2PO,培 地 を用いて臓器培養を行Aた 。

なお動物実験に供試せる菌株の選出に就いては・予備実

験に於て中等度の毒力を示すと思われるものを主とし・

強毒及び弱毒と思われるものを1・v2株 宛選んでい る。

なお又動物実験に供した最微排7株 と対照7株 に就いて

は,マ ウスに接種せ る同一菌に就いて予備実験たるCord

形 成能,白 血球生存期間を験し,又 その菌液を岡 ・片倉培

地に培養 し,接種菌が死滅していない事を確φた。〔実験

成績〕(1)Neutralred呈 色反応:第1次 及び第2次 実験

に於ける成績を総括すると殆んど臨床微排群,最 微排群

とも対照群との間に有意な差は認められない。(2)Cord

形成能:Cord形 成能に関して は 我 々はCord指 数

〔1型x4+皿 型 ×3+皿 型x2+W型 ×11型+H型+皿型+rv型 〕なるものを定め

たが,こ れによると指数4に 近い程強毒であることを示

すことになる。その成績では対照群よ り臨床微排群並に

最微排群の方がやや弱毒の如 く思われ る。 ⑧ 白血球生

存期間Neutralred超 生体染色による白血球生存期間に

関しても・我 は々不染指数〔(白血球+菌 液)の不染率白血球の不染率 〕な

るものを定めたのであるが,最 微排群が弱毒のようであ

る。(4)動 物実験成績:(4)第1次 動物実験に於ける臨床

微排群と対照群との間には,死 亡数には大差無いが,死

亡例に於ける生存日数は対照群の方に短いものが多い。

第2次 動物実験に於ける最微排群 と対照群との間では最

微排群の方に死亡数は多いが,死 亡例の生存 日数に関し

ては大差は無いようである。 ㈲ 肉眼的臓器病変,小 川

氏の病変判定規準に従い,肺 及び脾に於ける病変を比較

したが,肺 脾いずれに於ても臨床微排群最微排群とも対

照群との間に総括的に特別有異な差を認めなかった。④

臓器培養成績,培 養後5～6週 で判定した。第1次 動物

実験では肺を主 とし た臓器培養を行 った 結 果,菌 量

0.1mg,0.01mg接 種群に於てかえって臨床微排群の方

にコロニー(十)以 上のものを多く認めた。第2次 動物

実験では肺及び肝に就いて臓器培養を行ったが,肺 肝い

ずれに於ても最微排群と対照群との間に特別な差を認め

なかった。なお上記第2次 動物実験に供した同一菌 に於

ける予鯖実験たるCord形 成能及び白血球生存期間を験

したが大差は無かった。 〔結論〕 以上我 一々は微排結核菌

の毒力を検討したが予備実験に於ける成績では微排群特

に最微排群がやや弱毒と思われるが推計学的には有異な

差では無い。動物実験に於ては二三の僅かな差はあった

が,肉 眼的所見及び臓器培養成績に於て特に比較され得

る程の有意な差は認められず,接 種同一菌に於ける予備

実験で も大差無 く,総 括的に微排結核菌が弱毒であると

は限 らず,毒 力に於ける特異性を見出し得なかった◇

41。 結核茜毒棄に関す る研究(特 に小室法の応用につ

いて予報)

疋田善平(国 病京都結研)

1・ 前君:わ れわれは次のような考えを持っている。

即ち結核症なるものは・所謂結核菌毒素により惹起きれ
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るものなりと。然しここに結核菌毒素とは結核菌に由来

するすべての毒性物質で,菌 体内外毒素は無論のこと一

部二次的毒性物質をも含む広義のものである.こ の私等

の云 う結核菌毒素があれば,生 結核菌のない結核症を作

る事が可能である。然るに結核菌の病原性は明なるに,

その毒力(われわれ らの云 う毒素)を 測定する物差は何一

つない。もしこの物差があれば,菌 学的発展と共に診断

治療予防及び予後判定に一大威力を加えるが,毒 素の本

態が不明な今日,先 ず毒素の生体内作用を見究 め るべ

く,生 体内での毒素と菌の分離を考える。即ち結核菌の

増殖する同一生体内で菌のみを隔離出来得れば丁度ヂフ

テリーや破傷風が感染局所以外に無菌の強い変化を起す

如く,結 核菌が局所にのみ増殖し,局 所以外に相当の変

化を実験的に起す事が出来れば,わ れわれの云 う無菌の

結核症を見ることも一応可能であ り,そ の病態変化は結

核菌毒素の一物差と成 り得 る。故に菌のみを阻止し,他

のすべてのものを容易に通過 さす膜を探求中の折柄,京

大結研辻助教授の所で,目 的は異 るが粗製硫酸紙が血清

蛋白を通過さすことを報告されたので,こ の硫酸紙を以

て2～3基 礎的にinvitroの 実験を行ったので予報 と

し,諸 先生方の御批判を仰ぎ,今 後の研究方向への御指

導を戴 きたい。皿〔実験方法及実験成績〕小室は10mm3

のガ ラス管の両端を硫酸紙にて封したもので,ゴ ム輪で

固定する。この小室内にEcoliO5,亦Staph,aureOs

寺島を入れ,該 小室をペプ トン水に投入し,ペ プ トン水

の混濁により菌濾出判定を行 うに,硫 酸紙,濾 紙に水バ

ン塗布は菌濾出し,セ ロファン,硫 酸紙に水バン塗布,

硫酸紙+3%寒 天膜の3種 は大体30～50%の 成功率ある

も,こ れら膜申ヂフテリー トキソイドを滲出可能なもの

は硫酸紙十3%寒 天膜のみである(沈 降反応によりトキ

ソイドの通過性は検査する)。即 ち硫酸紙+3%寒 天膜は

菌を阻止し,ト キソイドを通過さす膜 で あ る事を知っ

た。依って該膜小室に青山Blmg/ccO.5cc注 入,モ ル

モット腹腔内挿入したが,ガ ラスと膜面との接触部より

菌濾出し失敗した。故に数次の改良工夫によ り,鍋 型 レ

ヂン製小室によ りinVitroに て90%以 上の成功率を

見るに至 り・目下動物実験中である。皿・〔考察及結言〕

われわれは結核症は結核菌毒素により惹起されるとの考

えより,無 結核菌の結核症を作 り,同 時に結核菌毒素測

定方法の発見によ り菌毒力をより理想的に知 りうるもの

と考える。然 るに結核症は生体と結核菌との相乗積であ

るのに・一般には菌より生体側を重視する傾向がある。

菌側は単に数量的面以外殆ど問題にされずも,わ れわれ

は逆に病原菌側により一層重要性を認めるため,現 在一・

般に結核菌毒力検査と称 して行 う方法には根本的な疑義

がある。無論無関係ではなく或一面に於ての毒力を表現

はしても,真の意味の毒力とは一致しないものと考える。

即ち現在法は単に菌 の 生体内増殖能力測定検査法 に し

て,菌 株毒力の強 さとは異ったものと考える。勿論 単

個菌または単位活性時に同一単位数の毒力の場合は菌数

と毒力とは比例するが,必 ずしもすべての菌株が同一単

位数の毒力とは考えられず,極 端な場合を考えれば,菌

の増殖は極めて旺盛なるも生体に何等害することなく,

む しろ有役な事の多い共有的立場の菌が存在しても不思

議ではなかろう。かく考える時,今 回報告した小室法は

菌毒力を知 るの に,よ り理想に近い方法であると考え

る。然し現段階の粗製硫酸紙+3%寒 天膜が菌のみを阻

止し,他 のすべての物を容易に通過する理想の膜とは考

え難いが,L型 及び濾過型の有する大腸菌を少くともin

vitroの 実 験では止め,ヂ フテリー毒素を通過 さす膜を

発見したことは,一 歩目的に接近したものと信 じたい。

然しこの膜が果してわれわれの云う毒素を如何程通過し

うるかは未定であ り,又inviboで の欠点 も充分認め

られる故に,よ り目的にかなった理想的の膜を追求 し,

人型結核菌の真の意味の毒力判定の決定版を発見したい

考えである。以上 これを要するに,一 定条件の膜を用い

て結核菌毒素の判定を行 う基礎的実験を行ったので予報

的に報告し,特 にわれわれの考え方に対し御批判御指導

が戴ければ結構 と存ずる。

〔追加〕 辻周介(京 大結研)

菌 の毒力 とは菌と宿主との相関関係によって説明せ ら

る可 きもので,単 に菌の側の毒素なるものを取上げる丈

けでは普遍的な説明とはならないと考える。われわれの

年来の研究によれば,菌 の生体内増殖能がよくその菌の

毒力と平行することを認めて来た。
¢

〔回答〕

見解の相違と思う。

42.VoleBad皿usの 天竺鼠に対す るVkule狼ceに

ついて

室橋豊穂 ・関又蔵 ・吉田幸之助(予 研結核)

VoleBacillusと して現在われわれはDlsとoVと

の2株 を保存している。Dlsに 就 ては既に屡 々報告を行

って来たが,oVに 就てはこれが初めての報告である。

oVはDlsよ りもVirulenceが 低いということで,現

在イギリスで人体接種に試用されている菌株である。こ

れ ら2株 のVirulenceを 検討する為に,天 竺厳静豚内

に接種した後,時 日を追 って剖検 し,肉 眼的所見の比較

と併せて,臓 器10mg中 の生菌単位数を定量培養によつ

て追求した。oVは グリセリン含有培地には殆 ど発育し

えず,又D、5は グリセリンの有無に拘はらず,略k同 程

度に発育しうるので,臓 器か ら撲種菌を還元培養するに

当 り,こ の2株 に対してはグリセリンを含 まぬ小川培地

を用い,対 照としてのBCG或 はH2に 対 しては通常の小

川培地を用いた。定量培養の成績は,後 者では培養4週

後を以て判定したが,VoleBacillusは 発 育速度が甚だ

遅い為に,10～12週 を以て判定した。〔実験1)Dls・oV
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及びBCGの 何 れも1mg/0.2ccを 足背静脈に注射し

た。DlsはSauton2代 の3週 培養菌膜か ら,BCGは

Sauton2代10日 培 養の菌膜から夫k菌 液を作ったが,

oVの み はグリセリンを含まぬ小川培地上の3週 目の集

落を掻 き取って菌液とした。注射後,24時,3日,7日

3週,5週,10週,15週 及 び20週 目に夫 々1群2疋 宛を

剖検し,肉 眼的所見を観察 した。VoleBacillus群 の脾

の腫大は3週 以後著明で,米 糠様の微細な結核性病変を

無数に生 じていたが,BCG群 では接種生菌数が約10倍

以上であるに拘 らず,そ の程度は軽微であった。然し10

週 目には,VoleBacillus群 で も脾腫は殆ど消失し,肉

眼的結核性変化を著 しく減 じた。臓器内菌数の消長をみ

ると,BCG群 では接種菌量に比例して定着菌数 も多い

が,明 かな増殖を示 さず,3週 以後急速に減少するのに

対して,VoleBacillus群 では3週 目迄やや菌数を増加

し,・5週 頃迄相当高い菌数を維持している。Dls群 の1

疋 では10週 以後にもなお100個 程度の菌数を脾において

示レた。DiSとoVと の間には余 り著明な差は見 られ

ないが,体 内残存はDiSの 方がやや長いようである。〔実

験皿〕oVのVirulenceを 検討する為 に,菌 量を2種

にして 同様な実験を行った。 接種生菌数は大量群で は

96.5×105,少 量 群ではその1/10で あ る。 ツ反応の陽転

は大量群に早 く現われ,3～5週 における脾腫 も著明で

結核性変化 も強 く認められたが,10週 目に至れば・少量

群と同様にこれ等の変化は著しく軽減した。臓器内生菌

数の消長をみると,少 量群では24時 間目の定着菌数に比

して2週 迄に著明な菌数増加を示すが,菌 の消失をみる

と大量群に比レて急速であった。両群共菌数増加の極値

は3週 目に当り,5週 以後は明かに菌数を減じて,10週

目にはせいぜい数個を認めうるにすぎない。〔実験皿〕以

上2つ の実験か ら,天 竺酩体内におけるVoleBacillus

の消 長がBCGの それとは明かに区別 しうることがわか

ったので,次 に人型強毒菌H£ との比較を行 った。実験

に先立って24時 間目の定着菌漱を予想しうるように,Dls

及 びH2は 共に凍結乾燥菌を用いたが,oVの みは増菌

が極めて困難な為に,前2実 験同様にグリセリンを含ま

ぬ小川培地上の培養を用いねばならなかった。各菌株共

1疋 宛接種量は1mg!0.4ccで あ る。剖検は接種後24時

2週,4週,8週 及び10週 にそれぞれ1群2疋(2週 の

み3疋)宛 行った。H2.群 では,接 種生菌数のoV群 は

勿論,ほ ぼ3倍 量のD三5群 に比して も明かに早期(2週)

に ツ反応は陽 転し,臓 器の変化 も亦10週 に至る迄極めて

高度であった。VoleBacillus群 の 肉眼的臓器所見は前

2実 験とほぼ同様で,2～4週 目には脾腫と米糠様結核

性変化と認められ るが,8週 以後それ等の変化は明かに

軽減している。又臓器内生菌数の消長をみると,H2群

で は2週 目迄菌数の増加は極めて著明で,接 種菌数の最

も多いDiS群 を凌駕し一t且つ8週 以後においてもなお数

百個の菌を含んでいるのに対して,VoleBacillus群 で

は,8週 以後に1～2個 の菌を証明しうるにすぎず,特

に,Haと 略 々等しい生菌数を接種されたoV群 では,

菌の増加率 も低く,消 失 も速かであった。以上の成績か

ら次の如くいい うると思 う。VoleBacillusはoVも

Dlsも,天 竺甫の静脈内に接種 された場合に,一 定期間

明かに強い病変を臓器に来 さしめ,菌 数の増減曲線も著

明にBCGの それと異るという点で,BCGに 比 して

Virulenceが 高いといいうるが,H2に 比すれば又明か

に相違し,8～10週 以後肉眼的に認めうる結核性病変の

減少及び菌数の急激な減少 という点で明かに特徴づけら

れている。 即 ち天竺厳に対するVirulenceはBCGよ

り高いがH2よ りは明かに低い。又実験条件 としての接

種生菌数が等 しくない為にDi5とoVと の差異は明か

ではないが,体 内残存がやや長いことから,D15の 方が

ややVirulenceが 高 いように思われ る。

43.マ ウス全身homogeniZe法 に よる結核菌毒力に

関する研究

山村雄一 ・加藤允彦 ・三太勝治 ・松永清輝 ・山村好弘

・谷淳吉 ・寺井武雄(国 療刀根山病)

結核菌の毒力を,そ の宿主体内増殖力によって或程度

定量的に測定することを目的として,結 核感染マウスの

臓器培養法が最近Dubos一 派によって報告されている

が,こ の場合接種した菌株の全菌群としての毒力を表現

するためには,宿 主環境や接種菌群を全体的にとらえる

方法がのぞましい。そこでわれわれは感染結核菌全数の

宿主体内における運命を追求するた め に,マ ウス全身

homogenize法 を用い,種 々の感染条件下における全生

菌数の消長,お よびP32標 識 結核菌を注入Uた 場合の

radioactivity消 失の経過を,病原菌および非病原菌の両

菌殊について比較検討して以下のような成績を得たので

報告する。〔方法〕 実験動物としてはSM系 あるい は

NA・2系 マウスを用い,種 々の感染経路によって人型結

核菌H37Rvお よびH3?Raの 一定生菌軍位数をその体

内に分布 させたのち,週 を追ってmixerで その全身を

homogenizeし,1%NaOH溶 液 として5～10分 処理後

段階稀釈して小川培地に接種,37。Cで4週 間培養後集

落計算を行った。なお一部比較実験として,肺,肝 ・脾

内の生菌数の消長を,glass・homogenizeに よる臓器培

養法によって追求 し た。P32標 識 結核菌 と して は・

H37Rv,BCG,お よび鳥型竹尾株のP32(20μc!m1)添

加Sauton培 地培養菌を用い,同 様の操作によって得 ら

れたhomogenateを 湿式灰化したのち,そ の中のPB2を

燐 モリブテン酸アンモンの沈澱として集め,そ のradi・

oactivityを 測定した。 〔成績〕(1)Hs7RvとH37Raの

全身中および臓器内における生菌数消長:(接 種生菌単

位数:H37Rv=7・2×1e`・H37Ra=8・5×10`,感 染経路

静脈内)全 身の生菌数消長は,H37Rvで は感染2週 後
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まで旺盛な菌数増加が見られ,2週 後をピP・クとして下

降してのちも一定の菌数水準が保たれ るが,Hs7Raで

は持続的な菌数の減少を示す。これを徒来の臓器培養法

による肺,肝,脾 内の菌数消長と比較し!て見 ると,H3?

Rv,H3?Raと も,肺,脾 では全 く同様の消長曲線をえ

が き,脾 では急速に増加して2週 後をピークとして以後

減少し,肺 では4週 以後にピー.一一クをもつなだらかな菌数

増加を示す。ただ,肝 においてはH37Rvが2週 後にピ

ークをもつ増殖死滅曲線を示すのに,H3?Raで は持続

的な菌数の減少が見られた。すなわち,臓 器内生菌数の

消長は臓器によってまちまちであり,又 おのおのにおけ

る生菌数の推移が,感 染菌株の宿主体内増殖力をその儘

表現しているとは考え難いのである。 ②H3?Rvの 全身

中生菌数消長におよぼす感染菌数の効果:H37Rvの4.9

×103～4。9x105生 菌単位数を静脈内に接種し」て生菌数

の清長を比較すると,こ の菌数の範囲では,小 菌数感染

の場合ほど最大菌数に達する時期は遅れ るが,感 染6週

後にはいずれの接種菌数に対Uて もほぼ同数の菌数水準

が維持されている。③感染経路の全生菌数消長におよぼ

す効果:H37Rv(1.2x10?)を 皮下,腹 腔内,静 脈内に

接種した場合の全身中の生菌数推移には,感 染4週 後ま

で殆ど差をみとめず,6週 後にはじめて皮下接種群にだ

け著明な菌数の減少がみとめ られる。Ha7Ra(2.6×106)

接種群においては,こ の3感 染経路による菌数消長の差

異はみとめられず,い ずれ も持続的な菌数の減少を示

す。(4>H37Rv(14.1×105),BCG(12.O×105),鳥 型

竹尾株(6。8×105)の それぞれ生菌を静脈内に注入した

時の,P32消 失の経過:全 身の消失は鳥菌竹尾株が もっ

とも早く,BCGが これにつぎ,H,7Rvで は もっとも

ゆるやかであった。一部肝について行った成績 も全 く同

様の結果を示した。(5)H3?Rvお よび鳥型竹尾株の加熱

死菌静脈内注入時におけるP32消 失の経過:加 熱死菌を

翔いた場合で も,鳥 型竹尾株ではH8?RVに くらべての

消失がすみやかであ り,こ のことはマウスに対Uて 病原

性をもつ菌株 一一H3?Rv一 に,非 病原菌株にくらべて宿

主体内で処理され難い特異な菌体成分のあることを示唆

するのである。〔むすび〕われわれのマウス全身homo・

genize法 は,「 マウスの全身組織」 という宿主環境に

おける,感 染菌株の全populationの 動向を追求しうる

という点で,結 核菌のマウスに対する毒力を宿主寄生体

闘係としてとらえ,そ の毒力現象の機作を明かにする上

に有用であると考えられる。

44.色 素による抗酸性菌の病原性試験について

高木篤 ・松尾仁(鳥 取大細菌)

試験管内で抗酸性菌の病原性を知ろうとい う試みがあ

る。 即ちNeutralrotに よるDubos。Middlebrookの

反 応,Nilblauを もってす るDesbordesの 反応及び

Phenol-indophenol等4種 の色素に」るWilsonの 反

応である。我 々は肺結核患者からの新分離結核菌16株,

保 存病原性及び非病原牲抗酸性菌の44株 及び各種非抗酸

性菌41株 に就いて,こ れ らの反応を平行して追試したの

で報告した。Dubosの 方法は,原 著に従い成績判定は

菌体がNeutralrotの 酸性色の濃い赤色をとる もの を

(帯),わ ずかに桃色に染 るものを(+),そ の申間を(十)

とし,全 く色素をとらぬか黄色に染るものを(一)と し

た。Desbordesの 反応 も略原著者の方法に従い,成 績

判定は陽性のものはNilblauの 青色をとるがその濃さ

によ り(惜),(十),(+)と し,淡 赤灰色を呈するものを

(一)と した。Wilsonの 反応はSodiUmbenzen◎ne

indophenol,Sodiumbenzenoneindo・3t-chloropheno1,

Sobium2,6・dibromobenzenoneindophenolの 三 色素

を用い,菌 が全 く色素を脱色するものを(一),殆 ん ど全

く脱色を認めないものを(帯),以 下脱色の程度によって

(十),(+)と した。実験結果を概略して述べるならば,

新分離結核菌は凡てDubos,Desberdesの 反応共に

(冊)と 判定され,細 かな着色の差は認められず,Wilsen

の反応に於ては各菌株により又各色素により軽度に脱色

きれたもの もあるが,脱 色されないものが大部分であっ

た。三反応は略平行するものと思われる。爾Wilsoaの

反応の三試薬の内ではSodiumbezenoneindo・3・chlo-

rophenolが 最 も脱色きれ易いようで,他 の二者の間に

は差は認められないようであった。保存人型及牛型結核

菌に就いては,人 型菌はDubos,Desbordes両 反応

共(柵),Wilsonの 反応はやは り殆んど脱色されないも

の多く,軽 度に脱色されたもの も見 られ るが三反応成績

が一致すると思われる◎牛型菌ではDubos,DeSbordes

両反応は(柵),(十 ト)が大部分であるが全 く(一)の2株 を

認め,Wilsonの 反応はこれ等に対し略平行関係が認め

られる。然 してBCGはDubos,Desbordes両 反応共

に弱陽性,Wilsonの 反応は強毒の人型,牛 型菌の場

合と同様の態度を示 した。保存鳥型菌は2株 を除いて

Dubos,Desbordes両 反 応(一)で あり,Wilsonの

反応でも色素脱色の度が強 く,Dubos,Desbordes両

反応陽性の2株 は脱色する度合低 く略平行した成績を認

める。非病原性抗酸性菌は920(1),920(2)を 除いて凡て

Dubos,Desbordes両 反応共に(一)で あるが,陽 性の

もの も又陰性の もの もこれに対応するWilsenの 反応

は成績まちまちで平行関係は認められない。非抗酸性菌

の24時 間培養の ものに就いて実験した結果は,Dubos,

Desbordes両 反 応は凡ての菌が陰性であるが,こ れに

対してWilsonの 反応は成績まちまちで平行関係は認

められない。以上Dubos,Desbordes,Wilson三 反

応は抗酸性菌の試験管内の病原性試験として三者を比較

するならば,主 として非病原性抗酸性菌のWilsonの 反

応に,Dubos,Desbordes両 反応(一)で あるに拘 らず

陽性の成績を見る等かなり成績の平行しない結果が見 ら
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れるも,Dubos,Desbordes両 反応は人型,牛 型の病

原性菌に於ては殆んど強陽性を示し,反 面その他の菌は

殆んど(一)で 意義ある方法と思われ る。殊にDubosの

反応は実施 も容易であり且安定な緩衝液の もとで行われ

る為判定 も容易で,良 い方法といえると思うeDesbor・

desの 反応はこれに次ぐも炭酸ソーダ溶液には緩衝能な

く時間と共に容易にpHが 変 り菌体の,Nilblauに よる

着色度の差が見分け難 くな り,WilSOnの 反応ほどでは

ないがDubosの 反応に比べ ると多少劣 ると思われ る。

又 これ等の反応は凡て原著者等 も認める如く毒力の判定

に対 し動物実験を必要としないという程確定的な方法と

迄はいえないようであ る.こ の事は当然毒力に差のある

ものと考えられる新分離及び保存人型結核菌が凡て同じ

(帯)を 示す事か ら明らかであ るといえよう。更に非病原

性抗酸性菌の,920がDubos,Desbordes両 反応に弱

い乍 らも陽性を示 し,牛 型の12株 中2株 が全 く陰性を示

し,鳥 型10株 中8株 全 く(一)で2株 しか陽牲のものがな

い事,更 に又毒力差あ る筈の人型菌が凡て(描)でHeim

のい う如 くには細かい着色度の差を認めなか っ た 点 な

ど,動 物実験を加え詳 しく追求して見 る必要があると思

われ る。尚,BCGがDubos,Desbordes両 反応共弱

陽性でWilsonの 反応に於て全 く色素を脱色しなかった

事は,Hauduroy等 の成績と一致 し,過 去に毒力のあっ

た事を思わせるものとして興味ある事 と思われる。

〔追加〕 豊原希一(結 核予防会結研)

ノイ トラル ・ロー ト反応,ニ ールブルー反応は生菌塊

よりも死菌塊の方に,よ り強 ぐおこる◎またエーテル,

アセ トン等の脂肪溶剤を強く作用させると呈色しなくな

る点から,こ の反応の本態は菌体周囲の リポイドによる

ものと考えられる。ノィ トラル ・ロー ト反応は牛型菌の

方に人型菌よりむしろ強 くおこる。ニールブルー反応は

鳥型菌にも,相 当強よくおこることがある。2・6・dichlo。

rophenol・indophenol反 応 は死菌塊で もおこることから

酵素反応ではないと考えられ る。いずれの反応でも培地

培養期間等種 々の条件を一定にして検討しなければなら

ぬ⇔

45.ツ ベルクリンの研究(第5報)ツ 活性蛋自の部分

分解のツ活性への影響

糟谷伊佐久 ・熊谷謙二 ・後藤甚作(国 立東二病)萩 谷

彬(立 教大学理)

結核菌培養濾液蛋白が ツ活性の主体であることは疑を

容れないが,ツ 蛋白の活牲本態 と化学構造の関係は依然

未解決の問題である.吾 乃はここに電気泳動的にほぼ単

一と考えられ る塩基性の人型菌培養濾液蛋白が
,そ の構

成ペプチー ドへの分解過程に於て,如 何なる活性の推移

を示すかを系統的に観察しようと試みた。蛋白の部分分

解には,成 るべく自然に近い,長 いペプチー ド鎖を得る

目的でF・Sangerの 過蟻酸HCOOOH低 温分解法を用

い,得 られたペプチー ド群の分離 には 再 び濾紙電気法

(pH6・8の 燐酸緩衝液)を,ペ プチードの単離,及 び

N一末端基決定を含めてのべプチー ドの構造研究 は再 び

Sangerの 方 法を,そ してツ活性の検定は予研標準旧ツ

を対照とする死菌感作海狽の皮内反応を用いた。(1)濾紙

電気泳動的に単一化された人型菌培養濾液ツ活性蛋白は

HCOOOH低 温分解(-10。45')聾 こよってCystein酸

を含む二本のべプチー ド鎖に分割される。このことはッ

蛋白の構成ペプチードが,Insulinの 例 に於ける如 く,

・S・S・橋によ り結合されていることを示す ものであるが
,

これ らのうち1本 は加水分解によ り〔CySO3H〕 〔GL畑

〔Sen〕〔GLy)(Thr〕 〔xl〕〔Va1〕・(1)を 生 じ,ツ 不活であ

るが,他 の1本 〔CySO,H〕 〔GLu〕〔GLy)〔x2}(皿)は 瞭

らかに48時 間後 も0.T同 等(濃 度はニンヒドリン呈色

により数 γ以内と判定)の 活性を示すことが判る。 ②・

2-4・Dinitropheno1(DNP)法 によ り(皿)Nの 未端基を

決定すると,N末 端基はx2で あって,し かも合成 α・・

及び βAlanineを 対照とするDNPア ミノ酸のペーバ

ークロマ ト及び(]II)の 加水分解物のPhenol
,BuOH

系二 次元 ペーパークロマ トによ りx2は 稀ア ミノ酸とい

われ る β・AanineH,N・CH2・CH2・COOH(皿)で あるこ

とが確認 された。③活性ペプチード(ll)よ り(皿)の 離脱

は(皿)を 失活させるか ら,恐 らく(皿)は(ll)の ツ活性の

発現に重要な役割を演 じてい るのではなかろうか。㈲侮

この(皿)は,未 分解のツ蛋白を直接DNP化 しても得 ら

れるので,(■)の ペプチード鎖は開放 されていると考え

られる。

〔追加〕 武谷健二(九 大細菌)

従来の非蛋白性活性因子の研究をすてて,わ れわれと

同様に蛋白性の活性因子の研究に着手 されたことは喜ば

しい。低分子ポリペプタイ ド性活性因子に関しては,大

友とともに トリプシン消化 πからトリクロール錆酸で落

ちず,燐 タングステン酸で落 ちる物質をわれわれ も昨年

報告した。(日 本医事新報)

46.薗 株 及び培地成分とツベルクリン産生との関係

戸田忠雄 ・武谷健二(九 大細菌)坂 太 きつ き・武原雄

平(福 岡県衛生研究所)

九大細菌学教室保存の青山B株 を 用 い て作製 したツ

は,毎 常標準ツ液の5～10倍 の 力価を示すことを経験し

ている。また,一 般 に培養漉液からの精製ツ蛋白の収量

は11当 り200～400mgと 報告 されているが,教 室では

常に1000～1400mgの 収 量を得ている。 しか も,こ の

ツ蛋白割合は電気泳動によればきわめて多鐙の加熱C蛋

白を含んでいる点でも特異な性状をもっている。これが

この株の特徴であるとすればきわめて興味深いと考えら

れる。この点を明らかにするために,予 研継代の冑山B

株 を対照とし・ソー トン原法培地とソー トン ・味の素変

法培地とに培養して各種の性状を検討した.一 方,He・
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rrman(1952)は 培地中のアスパラギンの一部または全部

をNH,Clで お きかえると菌の収量はへ るが,ツ 蛋白産

生量及びツ活性はあま り変らないと報告しているので,

これについて も検討した。1)九 大青山B株 を用い先ず

NH,Cl添 加培地についての検討を行った。 培地として

は,ソ ーtトン系原法培地(A),こ の アスパラギンの一部

をNH4Clで お きかえた培地(AC),ソ ー一トン,味の素変法

培地(G),こ の味の素の一部をNH4Clで お きかえた培

地(GC)の4種 の培地について,培 養の週を追って,pH,

菌量,ツ 蛋白量を比較し,12週 培 養のものについて蛋白

及び多糖体劃分を分劃定量し,ツ 活性を比較した。pH

はGの み強アルカリ性を示し,他 は次第に酸性にかたむ

く。NH4Cl添 加培地では,菌 収量少なく,・ツ蛋白量 も

少ない。力価 もまた弱くHerrmanの 成績 とは異なる

結果が得 られた。2)九 大青山B株 及び予砥青山B株 を

A及 びG培 地に うえ,週 を追って各種の性状を比較し

た。pHは 九大Gの み強アルカリ性で,他 は酸性に傾

く。菌量は何れ も大差はないが,還 元糖量は予研株が一

般に多かった。ツ蛋白量は九大株が一般に多く,特 にG

が多かった,き らに12週 培養濾液について,蛋 白及び多

糖体劃分を分劃定量し,力 価を測定し詳 しい比較を行っ

た結果,九 大株についてみると,Gは 著 しく多量の加熱

C蛋 白を含み,従 来の成績をよく裏書きしている。Aで

はこの加熱C蛋 白量が少 く,こ れに比較して加熱A及 び

B蛋 白量が多い。力価はほぼ蛋白の量の種類か ら想像 さ

れる価を示した。予研株では,こ の実験ではGは 強アル

カリ性を示したが,蛋 白量は一般にAが やや多 く,九 大

株のような特有の性状は示 さない。多糖体∬の量が九大

株よりかな り多 く,前 述の還元糖量が予研株に多いとい

う成績とよく一致している。力価はAが やや強かった。

3)以 上の実験から,九 大青山B株 はG培 地にうえ7場

合,終 末pHは 強 アルカリ性とな り,き わめて多量のC

蛋白を産生し,従 って強い力価を示すことが明らかにな

った。このように多量のC蛋 白が得 られることは,培 地

pHが 強 アルカリ性となることと,か な りの程度に関係

をもつものと考えられる。しかし,結 核菌の表面培養は

菌膜の性状の僅かな相違や,液 体培地継代数等によって

も影響をうけるので,さ らにこれらについて検討を行い

たい。

〔質問〕 高橋重幸(阪 大竹尾結研)

青山B株 をグルタミンソーダ加ソー トンに培養致 しま

すと,わ れわれの所では,4週 位で菌が沈降す る。沈降

した場合には菌量に如何な変化があるか。

〔回答〕

われわれの経験では4週 位で沈降す るものとしない も

のとある。 沈降 し た 場合は表面に再び薄い菌膜がで き

る。

し質閤、 武田徳晴(伝 研)

培養基内のアミノ酸の種類と菌株と何れが重要なこと

になるか。

(回答〕 現在までの成績ではどちらも関係しているタ

うである。

〔質問〕 庄司宏(阪 大微研竹尾結研)

培地pHの 変化は竹尾鳥型菌を用いた場合グルタミン

酸ソーダを用うるとアルカリ化す るが,グ ルタミン酸を

用いNH3でpHの 補正を行 うと培養末期にアルカリ化

する事はないeWongは 葡萄糖を加えた場合アルカリ

化によりツ活性の強い濾液を得ている。C蛋 白の多くな

ったのは添加したアミノ酸によるよりも,pH二 など培地

の物理的条件の変化が大きな作用をしているのではない

だろうか。

(回答〕 教室の大友が先に 「結核」に発表 した よ う

に,菌 体を集めて加熱する場合には,溶 媒のpHが ア

ルカリ性に傾く程多量のhC蛋 白が抽出きれ る。従って

われわれ も最初はpHだ けの問題と考えていたが,本

旧示したように予研青山B株 ・味の素培地培養の もので

pHは8.8と なってい なが らhC蛋 白の収量の少な

いものがあるので,pHだ けで も完全には説 明 で きな

い0

47.ツ ベルクリン過敏性の他働的移行に瀾する研究

(第2報)

塩田憲三 ・宇佐美正暢 ・福本美智子(大 阪市医大小田

内科)

第28回 本学会における報告に引続 き今回は他働的に移

されたツ過敏性の本態,及 びそれに関興す る細細を追究

した結果を報告する。〔実験方法及び成績〕第1実 験:穎

粒細胞 に よ るツ過敏性の移行と細胞の崩壊Kirchhei-

mer等 に倣い,中 性Bovillonを 感 作海猴の腹腔に注

入 して得た細胞は,殆 んど100%穎 粒細胞より成ってい

る。これの細胞の海狽2頭 分を1頭 のツ陰性海狽の腹腔

内に注入 し,48時 間後にツ反応を見た。また別にこの細

胞の生理食塩水浮游液O.2ccを ツ陰性海狭の腹壁皮内

に注射 してPrausnitz-KUshren氏 法でツ過敏性の移行

を見たが,何 れ も陰性であった。又Schmidtに 従 って

細胞の一部を食塩水に浮游し1cc宛2本 の試験管に分

注 し,一 方に10倍 旧ツ0、1ccを,他 方に対照として食

塩水0.1ccを 加え,室 温に放置して直後及び1時 間後に

塗抹標本を作 り細胞の崩壊を見たが,崩 壊は見られなか

った。第2実 験:感 作海猿腹腔内炎症細胞によるツ過敏

性の移行と,SchultzDale反 応Chaseの 方法で,流 パ

ラを感作海猴の腹腔に注入して得た細胞の4頭 分を1頭

のツ陰性海狽の股静脈より注入し,24～48時 間後に5倍

旧ツでツ反応が陽性である事 を確めた後屠殺し,廻 腸の

未端部を用い,Magnusの 装置を使って,透 析ソー ト

ンツベルクリンを抗元 とするSchultz-Dale反 応 を試み

たが,特 異的収縮を認めなかった。また別に腹腔細胞の
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一部を用い
,前 述Schmidtの 方法で細胞崩壊度を見た

が・有意の成績は得 られなかった。第3実 験:急 性期乃

至亜急牲期の肋膜炎患者か ら,O.8%の 割にクエン酸ソ

ーダを加えて
,出 来 るだけ大量の滲出液(500cc以 上)

を取 り,1500～2000回 転で,5分 遠心し,沈 渣を生理食

塩水で2回 洗糠後3～4ccの 生理食塩水に均等に浮游 し

て・ツ陰性海狽の股静脈より注入,24～48時 間後に5倍

旧ツ0・1cc皮 内注射によ リツ反応が陽性である事を確め

た後実験に供した。実験3)のa)他 働 感 作 海 猿 の

Schultz・Dale氏 反 応;他 働感作海猴の廻腸末端を取出

し,第2炭 験 と同様に反応を見たところ,検 査数5例 中

3例 に於て,抗 元の終末稀釈濃度1000倍 に対して特異的

に腸管が収縮するのを認め且つ脱感作も完全 に行 われ

た。実験3)のb)他 働感作海狽白血球の崩壊実験 ニクエ

ン酸 ソーダで凝固を防ぎ乍 ら,他 働感作海猴より心臓穿

刺によ り2ccの 血液を取 り,Siliconecoatingを 施 し

た2太 の小瓶に分注し,一 ・方に10倍 旧ツ0.1ccを,他 方

に対照 として生理食塩水O.1ccを 加 え,室 温に放置して

直後及び3時 間後に,白 血球数計算及塗抹標本を作成し

たo塗 抹標本はGiemsa染 色後,Berdelu.Wiedemann

のCytolysenqustient(C.Q)を 計算致した。健常海狽

では・白血球数は3時 間後に於ても+6.5%～7.9%の 間

を動揺し,殆 ど減少を示さずC.Q.を0.93～1.15の

間に止るのに反 し,他 働感作海狭では白血球数は夫々,

一" ・2%,-23・6%,C.Q.は 夫 乃0.39,0.63と 著 し

く減少 し,白 血球,殊 に淋巴球が崩壊した事が判った。

〔総括)① 吾々は,感 作海狭腹腔よ り得た穎 粒 細 胞 で

は・ッ過敏性を他働的に移す事が出来ず,且 つ該細胞は

旧ツにより崩壊しない事を認めた。②流パラを感作海狽

腹腔内に注入 して得た,主 として単核細胞より成 る炎症

細胞の,4頭 分を1頭 のツ陰性海狽の股静脈より入れる

と・ ツ過敏性は移 るが,腸 管のShultz・Dale反 応 は証明

出来なかった。③大量の肋膜炎滲出液中の細胞を静注す

ると・ツ過敏性が移る丈けではなく,5例 中3例 に於て

腸管のSchltz-Dale反 応 を認め,且 つ脱感作 も成功し

た。尚,Schultz・Dale反 応 を見なかった場合があった

のは・注入細胞,換 言すれば抗体の量が少かった為 と思

われ るe④ ③の他働感作海狽の血液に就て,3時 間放置

法による白血球崩壊試験を行 ったところ,旧 ツにより白

血球が著しく崩壊する事を認め,崩 壊す るのは主 として

淋巴球であった。 〔考案並びに結語〕 以上の事実から

吾々は次のように考える。①主として単核球より成 る肋

膜炎滲出細胞を用い他働的に感作した海狽の流血申白血

球が,ツ の存在の下に特異的に崩壊する事から,吾 々の

移 し得た反応が,所 謂ツ型の反応であると言 え る と思

う。②又 この事から吾々の用いた単核細胞はツ型抗体 と

細胞崩壊に関与する因子とを同時に担ってい ると思われ

る。③深 瀬 氏(京 大)等 の 実 験 や,吾 々のBerde1

等の方法を用いた実験から,こ の単核細胞中抗体を担 う

ものは淋巴球であると思われる。 ④ 他 働 感 作 海 狽 に

Schultz・Dale反 応が出現する事,及 び先に報告した抗

体の一部が血清に移行する事を考え併せると,ツ 皮膚反

応にArthus型 の 因子を否定 し去 る事は困難ではない

かと思われ るが,こ の点については爾今後検討を加え度

い0

48.ツ ペルクリン活性因子の研究

伊藤政一 ・高橋重幸 ・井出幸彦(阪 大竹尾結研)

われわれは既に精製ツ蛋白T46eに 関する各種の研究

並びにツの電気泳動的研究を報告して来たが,今 回は,

1)ア セ トンによるツ蛋白の精製法と2)ツ ベルクリン

の電気泳動的研究の一部を報告す る。α)アセ トンによる

ツ蛋白の精製法に就いてa)精 製法:ツ を50。Cの 重湯

煎で1/5に 濃縮後一10。Cに 冷却せ る5倍 量のアセ トン

中に加え生じた沈澱を蒸溜水に溶かし,三 塩 化 酷 酸 で

pHを4.6と し,沈 澱す るツ蛋白を集め透析後冷 凍 真

空乾燥を行う。 これをT46。ACT(1)と 名付けた。ま

たは上記の濃縮方法を変えて,ツ を氷結せしめ速やかに

溶解する部分を採取しこれを再び氷結せしめ其の速やか

に溶解する部分を採取して,最 初のツのV4に 濃縮し以

下上記方法と同様に処理 した 精製ツT姻ACT(U)を

得 た。b)力 価試験 二先に報告した三塩化酷 酸 法 に よ

る。精製ッT46。(予 研製ッ2000倍 に対す る発 赤 比 は

0.1γ で1.02)を 対照として人体に就いて力価を検 討 し

た。T`60ACT(1)は 発赤比0.99,T460ACT(mは0.94ま

たアセ トンー三塩化酷酸でpH4。6沈 澱後pH1.2と して

得たツ蛋白は0.76で あった。c)電 気泳動:主 峰以外に

先行する小 さな峰が認められた。主峰の移動度は6.3x

10-5cm2/velt・secで あ った。2)ツ ベルクリンの電気

泳動的研究:使 用したツベルクリンはすべて青山B株 グ

リシン加ソー トン培地8～10週 培養の ものである。また

電気泳動条件 は,日 立チセ リウス ミクロタイプ を使用

し.緩 衝液は燐酸i緩衝液,μ=O.1pH8.0恒 温槽温度0。

～4。C。a)ツ 原 液に就いて:我 教室の所謂ツ原液では,

必ず移動度の早い約17×10-5cm2/volt・sec(測 定温度10。

C)の 独立した小さな ピークが認められ る。培養濾液を

非加熱の状態で,ザ イツ濾過後12%セ ロイヂン膜を用い

て氷室で限外濾過を行い濃縮したものではこのピークは

認められない。またこの濃縮液を1000C1時 間加熱して

もかかるピークは出現しない。更に所謂ツベクリンをザ

ィツ濾過後上記限外濾過を行こうとこのピークが認めら

れ る。加熱死菌を,石 油工一テル,ト ルエン,ア セ トン

で乾燥し,蒸 溜水で加温浸出した もの で は移動度の早

い。やや独立 した小さな ピークが認められ る。従って所

謂ツ原液に見 られ るこのピークは加熱により菌体がら浸

出 され る可能性が老 え られ・ または培養濾液中のある

Component力 幼ロ熱によ り変性して濾過膜を通過し度 く
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なることが考えられる。分離採取 して力価を調べた処

O・17で 三塩化酷酸法T4soO.1γ に対 し夫々発赤比0 .7と

1・0と を示した。このピークと他の ピークとを電気泳動

で更に非加熱濃縮培養浦液は加熱により,蛋 白部分の複

雑なBoundaryは 単純化 さる。 この現象を追求する為

非加熱培養濾液の温度変化をみたところ,60。C20分 間

の加熱よりBoundaryはsmoothと な り,鋭 化す る。

蛋白部分の面積は加熱前と加熟後 とで は殆ど変化 しな

い。また移動度にも一定の変化は認められなかった。こ

の現象は100。C20分 加熱迄の条件ではほぼ同様である。

唯70。C以 上の加熱では極少量の沈澱を生 じた。力価に

就いては,海 狽7匹 の平均値で殆ど変化がない様である

が,高 温加熱にな るにつれ多少減弱する傾向があるよう

である。 この非加熱濃縮培養濾液を65"c及 び80。Cで

時間的な変化を見たが,電 気泳動では上記とほぼ同様な

変化を認めた。Mirsky,Ansonの 方法に準 じ,-SH

量 を測定したが65◎Cで は殆ど変化がなかった。次に超

音波による影響は,10分 間で温度による変化 と全 く異っ

た変化が電気泳動図に見 られた。-SH量 では減少を示

した。b)ProteinA,B,Cの 加熱による変化:F.B.

Seibertの 方法に準じ(濾 過膜は12%セ ロイヂン膜を使

用)て 得たものをそれぞれ100。C15分 加熱す ると泳動図

は変化す るが,蛋 白部分の面積は殆ど変らない。全体の

傾向として泳動図は鋭化する様に思われ,Cで はこの現

象が著明であった。

49.ツ ペルクリン蛋白質の変性に就いて

多田秀夫 ・内藤善雄 ・伊藤政一(阪 大竹尾結研)

ツベルクリン活性をツ蛋白質の構成上から追求す るた

め に,先 ず ツ蛋白質の 変性をツ蛋白質分子の内部構造

上,そ の化学的活性基の反応性の変化に於て検討しよう

とした。前回は蛋白質の変性を基の変動に於て種乃検討

したが,今 回は更にフエノール反応,ヂ アゾ反応,及 び

2・4Dinitrofluorebenzene(DNFBと 略す)と の反応に

於て種々なる蛋白質を比較しつつ未変性と変性との変化

を観察した。BCGT4eo(BCGの ソー トン培養濾液を

pH4・6に て沈澱せ しめて処理した精製ツ蛋白)を アル

カリ加熱(pH9・0,100。C,60分)す ると力価が0.85に

減弱し,主 としてこの時の変化を目標にして,更 に他の

変化を参考にして種 々なる変化を検討した。フエノール

反応:蛋 白質(0・1%の 割に ・0。008NNaOHに 溶解)2cc

にNa2CO86cc,0.1%CuSO41cc及 び1!3稀 釈 フエノ

ール試薬1ccを 加 え
,S66に て比色する、変性は蛋白質

のアルカリ性溶液を10分,20分,30分,60分,100。C加

熱し,又 尿素を5M及 び10Mに 加え,24時 間室温放置後

透析した。

卵アルブミン及びBCGT`eG共 に アルカリ加熱によ

り,未 処置のものより強い呈色反応を示す。卵アルブ ミ

ンはBCGT・,。 より反応が敏感である。尿素変性にて も

BCG"IT`6e:は よ り強い呈色反応を示す。ヂアゾ反応:今

回の実験では変性,未 変性の間に変化が見 られなかった

が更に検討中である。DNFBと の反応:DNP化 には蛋

白質50mg,NaHCO3200mgを 蒸溜水2ccに 溶かし,

DNFB50mgを4ccの エタノールに溶かした 溶 液 を 加

え,2時 間室温暗所で振量し,遠沈後アルコール,エ ーテル

にて洗糠乾燥する。蛋白質は卵アルブ ミン,大 豆アルブ

ミン,小麦アルブミン,ラ クトグロブリン,青山BT稲 。,B

CBT460等 を用い,そ れぞれDNP・ 蛋白を作 り,Beck。

manspectrophotomaterに て吸収曲線を比較するに,

蛋 自質のみの吸収曲線には見 られない吸収極大が360m

μ に見 られる。又未変性の ものに比しアルカリ加熱 した

ものは極大360mμ の位置は変 らないが,そ のOptical

densityは 増加 している。之は主として蛋白質の分子構

造上の変化によ りDNPと の反応基が増加したものと思

われ,こ の反応には蛋白質未端のアミノ基が関係するが

変化は蛋白構成アミノ酸の構造上 リヂン,ア ルギニン,

ヒスチジン,チ ロシン,シ ステイン等が関係すると推定

され得る。次に各種蛋白質にDNFBを 作 用させた際の

反応後,残 液に残存せる過剰のDNFB量 を測定するた

めに最初ヂエチルアニリン,ヂ エチルア ミン,ペ ンチル

アミン等を反応 させてDNP化 したが,比 較し難く,次

に残液にグ リシン50mg,NaHCO3100mgを 蒸溜水1

CCに 溶か したものを加え,2時 間振邊後,塩 酸酸性に

してエーテルにて抽出し,DNP・ グ リシンを作 り,340

mμ に吸収極大を認めた。その位置に於ては変性のもの

は未変性の もの よ りDNP一 グリシン量の減少即 ち残存

DNFB量 の減少を示 し,之 は前記の蛋白質中のDNP

化 量の増加を証明して い る。 更にDNP・ 蛋白を分解 し

て,カ ラム・クロマ トによ りε・DNP一リヂンを目標にし

て変性による変化をみている。

〔質問〕 糟谷伊佐久(国 立東二病)

(1)DNP化 されたツ蛋白から如何なるN・Terminalが

得 られましたか。②われわれの研究 も同方向に向ってい

るので,今 後の御研究の発展を伺わせていただ きたい。

〔回答〕 現在は,DNP・Proteinを 分解してDNP・ ア

ミノ酸(特 に ε・DNP・Lysine)を 目標 にして変性 をみ

ている。部分分解的なところもやってみたいと思 ってい

る◎

50.マ ゥス実験結核の研究(第1報)

上坂一郎 ・大岩弘治(京 大結研細菌血清)

われわれは今後マウスを使用して結核菌のvirulence

の変化,マ ウスの遺伝因子と結核感受牲との関係,或 は

抗結核剤のスクリーニング ・テスト等を行う目的を以て

先ず第1報 として,そ の基礎的なデータをここに発表す

る。マウスの実験結核に関与する要因としては,宿 主の

側からすれば,生 活日数,体 重,雌 雄の別,実 験の季

節,飼 料,遺 伝因子,系 統等であ り,又 菌の側からすれ
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ば,培 養日数,菌 量,生 菌数,培 養基の種類,菌 株,接

種 の方法等の要因に支配 され る。また判定方法によって

も,そ の成績は若干変動す る。わわれわれの今回の実験

は菌はH37RvのSauton培 地継代培養のもの,マ ウ

スは三島遣伝研のSm系,星 野マウス遺伝研の061系

の2種,飼 育方法は略す るが,飼 料はオリエンタル酵母

の 固形飼料である。判定の方法は,均 一系マウスを使用

する以上は多くの利点を有する平均死亡日数で判定する

方法をとった。先ず,死 亡日数のみで判定可能か否かを

検討す る為に061系 マ ウスに4週 培養菌5mgの 腹腔内

注射を,日 を変えて2度 行 った所 その死亡日数には殆ん

ど差はなく,最 も影響を与えるものはマウスめ生後日数

で あると考えられ る成績を得た。そこで061系 マウスに

4週 培養菌の腹腔内注射とい う同一条件でマウスの生後

日数の異なる集団に対す る死亡日数の差を検討した。1

v)1カ 月半の ものではT5。 は35日,2ヵ 月は43日,4カ

月,6ヵ 月は65日 前後であって,生 後日数が延びるに従

か,分 散 も大となって来 る。以後の実験には全て,1～

1ケ 月半のマウスを使用した。菌の培養日数との関係は

2週 と4週 では26日 と35日 であって,10日 の開 きを生ず

一る。 この時の生菌数は1mg中1.2x10?と3×106と

そ の間約4倍 の開きがあ り,こ の生菌数の差が死亡日数

の差を生ず る大 きな原因と考えられ る。次で均一系マウ

ス061系 とSm系 の差であるが,4週 培養菌10mgを 腹

腔内に入れた場合にT50は061系 では25日,Sm系 では

35日 で あって,061系 の方が感受性が強い。接種方法の

相異はSm系 マウスで1mgを 腹腔内に入れた場合は9

匹 中2匹 のみ70日 以内に死亡,静 脈内ではTso43日,脳

内では22日 と短 くなる。接種菌量との関係は061系,4

週 培養菌を腹腔内にlmg,5mg,10mgと 接種 した結

果はT,・ に大 きな差を生ず る。Sm系 静脈内3週 培養

菌の場合も,0・1,1,5mgとTsoは 大 きな差を以て表

われて来 る,こ の結果を接種菌量の対数を縦軸にTsoを

横 軸にとれば,直 線関係を示す。以上の成績よりして,

今後の実験基準 として,均 一系マウスであって も,な る

べ く生後 日数の若い ものを使用すべ き事,平 均死亡日数

が少 くとも15日 より40日の間に来るように菌株,菌 量,

接 種方法,マ ウスの系統等を選ぶ事,そ うすれば,死 亡

日数は正規分布をとり,分 散 も小さく,判 定方法として

死亡日数のみを以てしても可能であると考えられ る。

5Lマ ウス結核症に関す る研究(ス トレプ トマイシン

抵抗性と各種抗結核剤併用時の抵抗性)

手塚孝 ・水之江公英 ・梁慶雲 ・鈴木直純(北 里研究所)

マウス結核症に関し,ス トレプ トマイシン抵抗牲と各

種抗結核剤併用時の抵抗性に就いてわれわれの実験した

結果を報告する。実験に用いたマウスはmicestrainCF

Wで あ り,使 用菌株は強毒人型結核菌黒野株を用いた。

黒 野株を0・1mgマ ウスの尾静脈に注射して,こ れに毎

日SMを 筋注 し,マ ウスの大半を7週 間以上生存させる

SM量1000γ と3000γ の場合のマウスの血中濃度を測

定 した。注射後1時 間,3時 間,6時 間」12時 間,24時

間 目た測定 して見 ると,注 射後1時 間目が最高で,血 中

濃度は1000γ の場合は約6γ,3000γ の場合は約9γ と

なる。3時 間目にはずっと少くな り,6時 間 目には非常

に少なくなって3000γ の場合は測定出来たが,1000γ

の場合は測定が困難であった。12時 間目,24時 間 目には

極めて微量であって殆ど測定が不可能であった。 これ等

SM1000γ 及び3000γ を用いて感染マウスを治療 した。

第一の実験では体重15gr前 後のマウスを6群 に分ち,、

内2群 は黒野株の0.01mgを 尾 静脈に注射 して感染 き

せ,翌 日か ら毎日SMを 夫lt1000γ と3000r筋 注 して2

カ月間治療 した。他の4群 は黒野株の0.1mgで 感染さ

せ,そ れぞれSM1000γ と3000γ で治療 し,内2群 は

2ヵ 月間,他 の2群 は4カ 月間治療 した。これ等2カ 月

後及び4ヵ 月後に耐性を測定 して見 ると,0。01mgで 感

染 させた場合は0.1mgの 場 合に比 して耐性の出現が少

い成績を得た。 これ等0.1mgで 感染させた場合のSM

耐 性と臓器別,治 療期間,及 びSM使 用量との関係を

見 ると,臓 器別では肺 ・脾 ・肝 ・腎臓の中では肺臓に一

番多 く耐性が見られ(29.6%),次 いで脾臓(13%),肝 臓

(L9%)の 順序で腎臓には耐性の出現が見 られなかった。

治療期間に就いていえば1000γ で治療した場合は2カ

月より4ヵ 月の方に多くの耐性が見 られたが,3000ア の

場合は2ヵ 月と4カ 月との間に著しい差が見られなかっ

た。使用量に就いていえば2カ 月治療 した場合には1000

γ 治療より3000γ 治療の方に多くの耐性が見 られたが,

4ヵ 月の場合は3000γ よ り1000γ 治療の方に多くの耐

性が見 られた。定量培養の結果は,菌 増殖の最 も多いと

いわれ る肺臓に菌数が最 も多く,而 も耐性が最 も多 く出

現 した。次いで脾臓に菌数が多 く,耐 性 も肺臓に次いで

多かった。又4カ 月治療の場合,3000γ では菌の増殖が

阻止せられて菌数が少 く,1000γ では菌の増殖阻止が少

いので菌数が多く出たものと考えられる。耐性も此場合

3000γ よ りIOOOrの 方に多 く見られたのであって,一

般に菌数の多い方に耐性も多く見 られ るとい う成績を得

た。菌増殖の圧んな程,従 って菌数の多い程耐性を獲得

した突然変異菌の出 る機会が多いわけで,菌 増殖と耐性

獲得との間に極めて密接な関係があることが察知せられ

る。第この実験ではこのマウスで10γ に耐性を獲得した

菌を色 々の割合に原株の感受性菌に混合して,そ の0.1

mgを マウスに感染,SM1000γ と3000γ とで治療 し

た。 この際混合菌液の各Populationを 見 ると,10。5

に於て,だ いたい正しく耐性菌の混合されていることが

確認された。このSM10γ 耐性菌の各Populationに 於

け る治療成績を見るに・10%に 混合した処迄は生存マウ

スが得られたが・25%以 上になると1000γ 及び3000γ 治
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療の両群共全部蜷死して,治 療の効果が認められなかっ

た。HinshawはSMIOγ 耐性菌は25%以 上ではSM

治療は無効であると報告しているがわれわれの実験はよ

くこれに一致 した・ この結果から見て現行の耐性判定規

準に就いては一考を要するものと思考せ られ る。第三の

実験として黒野株の0・01mgで マウスを感染し,SM・

PAS・INAH単 独 とそれ等の併用療法との場合の耐性

を測定した。 この場合SMは 毎日500γ を筋注,PAS

は15mg・INAHは15γ を飲料水にとかし,0.2cc中

に含む如くし・ゾンデにて経口的に与えた。治療は50～

110日 間行った。途申麗死 したものはその時に,最 後迄

生存したものは終 りに屠殺して培養iした。その結果は単

独治療の三者の中ではPASが 最 も耐性を獲得 し難 く,

次 いでINAHで あった。SMで は耐性が最 も多く出現

した。又併用療法ではSM+PASは 両者に耐性の獲得

なく・PAS十INAHで はINAHに,INAH十SMは 両

者に耐性獲得が見 られた。しかし併用療法により耐性獲

得阻止の傾向が十分見 られ,就 申SM+PASが 最 も効

果的であった。Williston,Wolinoky等 は実験動物に

於てはSM十PASの 併用療法は耐性の出現を阻止出来

ないと報告しているが,安 田はマウス結核症に於て,SM

・PAS・INAHの 併 用は耐性獲得阻止の傾向ありと報

告し・三種併用が最 も効果的で二種併用ではSM或 は

NAHにPASを 併用するのがよい結果を得たと述べ

ているひわれわれの実験も同様な成績を得た。

52・ 血液寒天培地に依る結核菌の分離培養並びに薬剤

耐性検査にっいて

宇野久彌太(国 療大阪福泉園一所長奥村寛三)

結 核菌の為の固型血液培地として,Bordet・Gengon

培地,占 部 ・賀久培地等があるが,何 れ も組成や製法に

於てやや複雑である。 私はTarshisの 報告した血液寒

天ペニシリン培地が,そ の組成や製法に於て,極 めて簡

易であるのに注目し,その組成に就て検討す ると共に,喀

疾中結核菌の分離培養並びに薬剤耐性検査に就て実験し

た。〔実験方法並びに実験成績〕先ず分離培養に就ては,

Tarshis培 地の組成や製法を変える事に依 り
,菌 液及び

喀疾を使用して・岡 ・片倉培地,小 川培地 と比較した。

菌液は人型菌H37Rv株 の生理的食塩水浮游液を用い,

又 喀擁はホモヂナイザーに依 り均等化 した後,ア ルカ

リ硫酸法・又は第三燐酸曹達法に依 り前処置 し,そ の

O・1cc宛 をそれぞれ,岡 ・片倉培地,小 川培地並びに血

液培地に定量培養したe債L第 三燐酸曹達法は,喀 疾に

対し・10%Na3PO,12H20溶 液 を等量添加し,37。C

に1時 間放置する方法で,又,培 養後は,毎 週1回,こ

れを観察・6週 を以て最終判定とした。培地組成の各々

に就て検討した結果は,既 に第10回 近畿地方会に於て報

告した如く,グ リセリンを省 き,味 の素を0.5%に 加

えた血液量15%の 血液培地が,最 も経済的にして,培 養

成績 もすぐれていた。又,前 処置法 との関係を考慮す る

時,10%Na,PO412H20法 に依 る前処置喀疾の培養に

は,0・3%KH2PO4添 加のTrashis変 法培地(pH=

6・4)が 適 していた。 次に,こ の培地を使用しての患者

喀疾の培養成績を,他 の培地と比較する時,小 川培地で

の集落数を100%と した場合,そ の約82%の 集 落数を示

し・岡 ・片倉培地,原 法培地の何れよりもず ぐれ て い

た。又,雑 菌発生はやや多いが,結 核菌の発育に影響す

る程度の雑菌は少 く,又 集落の発育は,他 の何れの培地

よ りも早 く認められた。次に,塗 抹陰性喀疾か らの培養

陽性率を小川培地と比較すると,小川培地の85.4%に 対

し,79・2%で あって,推 計学的に有意の差を認めない、

爾 この際,極 めて僅かであるが,小 川培地で多数の集落

発育を認め乍 ら,血 液培地に全く発育の認められない例

があ り,又,そ の逆の例 も認められた。次に,本 変法培

地が,そ の組成や製法が簡易であ り,又,培 養成績も小

川培地に匹敵 し,殊 に集落発育の早い点から,結 核菌の

薬剤耐性検査に使用した。 即ち,直 接法 に は,0。3%

KH2PO4添 加の変法培地を,又,間 接法 には,0.1%

KH2PO4添 加の変法培地を使用し,何 れ も,基 礎液を

加熱滅菌後55◎Cに 冷却 し,こ れにペニシリン加銀行血

液を混合する際,SM,PAS或 いはINAHを 所 定の濃度

に加えた。又・直接法では10%Na3PO412H20法 に依

り喀疾を前処置し,間 接法では小川培地に発育した集落

よ り生理的食塩水に依る菌液を作製,何 れ もその0.1cc

宛 を定量培養した。尚,判 定は,直 接法では培養後5週

間接法では同じく4週 に行い,対 照培地 と同程度に発育

した最高濃度を以て,耐 性度とした。成績は,PASの

直接法に於て,血 液培地での耐性例が少 く,他 は何れ も

小川培地と血液培地との間で,耐 性例数に有意の差が認

められなかった。但 し,個 々の例では,PASの 場合に

血液培地で耐性度がやや低 く,又,INAHの 場合には血

液培地で耐性度がやや高く出るように思われた。爾,IN

AH耐 性検査の場合,両 培地で等しい耐性度を示した場

合に於て も,血 液培地の方で,耐 性菌の集落発育がやや

多 く認められた。尚,こ の点に就ては,ヘ ミンが,INAH

耐牲菌に対し,発 育要素として働くとの,Fisherの 報

告があり・ 更に検討申である、〔結論〕Tarshisの 血液

寒天培地において,そ の血液量を15%に 減 じ,グ リセ リ

ンを省 き,味 の素及びKH2PO4を 添加 し た変法培地

は,結 核菌の分離培養に使用出来ると共に,そ の薬剤耐

性検査に於ても,小 川培地と同様に使用す る事が出来,

又・ 耐性判定の早く出来る事,INAH耐 性菌の発育が

良好である事等の点で,鶏 卵培地よりもすぐれている。

又,そ の組成や製法が,極 めて簡易であり,殊 に,薬 剤

を添加後,再 び加熱滅菌 しない点に於て,好 適と思われ

る。

53.各 種抗結核剤使用患者の喀疾中耐性結核菌出現歌

一 一・99_
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況とその消長について'

西 村五郎(九 大二内)川 上景司 ・鈴木林(国 療福寿園)

平 石春義 ・池上四男 ・長浜良子(福 寿園検査室)

ス トマイ,パ ス,ヒ ドラジット使用患者の喀疾中耐性結

核菌出現状況及びその推移について検討し次の成績を得

たe(1)検 査対象。入所患者中塗抹陽性者でSM20～1009

使用131例,PAS1～4kg使 用97例,INAH使 用10

～409,102例 で ある。(2)検査方法。直接法で各薬剤各e

1γ,10γ,100γ を3%小 川培地に加え同氏の定量培養法

に準じて行い6週 目に判定した。但 レSMは 力価の減弱

を考慮して3倍 量を加えた。⑧成績。(A)耐 性結核菌出

現状況。1γ 耐性菌は何れの抗結核剤でも全例の60%以

上 に認められ特にSMで は80%以 上 であったが,完 全耐

性例はSM30%,PAS23%,INAH6%に 過 ぎなかつた。

10γの耐性菌は何れ も全例の30%以 上 に認められたが完

全耐性例は何れ も10%以 下であった。100γ耐牲菌はSM

で20%PASで10%,INAHで1%に み られたが完全耐

性例はSMで2%み られたのみで他は皆無であった。(B)

使 用総量と耐性菌出現との関係a)SM使 用量が少 くて

も10γ,100γ な どの高度耐性菌をかなり認めた◎1γ 耐

性菌は20～409使 用例でも65%以 上 に認めた。使用量の

増加とともに更に高率となってい る。10γ 耐性菌は20～

409使 用例では50%以 下 となっているが,609以 上使用

した ものでは出現例が特に増加するのが目立つ。100γ耐

性菌は20～909位 の間では左程多くはみられなかった。

使用量の増加と共に対照 コロニー一の50%以 上のコロニー

を認める例が増加 してい る。b)PASlr耐 性菌は1～2kg

位 の使用量で もかなり高率に認められ,対 照コロニーの

50%以 上の コロニーを認める例 も割合多いが,対 照コロ

ニーの50%以 上 のコロニー一を認める例はかなり少 く,100

γでは認められなかった。3～4kg使 用例は例数少 く明か

ではなかった。c)INAH。30～409使 用例で も10γ耐性

菌の出現例はかえって少いようであった。209以 上の使

用例の多 くは相当の期間の間隔を置いて投与されてい る

ので次に述べ る耐性度の低下消失という事実と考えあわ

せて興味がある。C)薬 剤使用後の耐性の推移。薬剤使

用後その薬剤を使用しなかった例に就いて耐性の推移を

み るとSM1γ 耐性菌に於ては30ヵ 月,36カ 月 を経て傾

かに1例 つつ消失 したに過ぎず,大 部分の例は耐性の消

失を認めなかった。且つ2力 年以上 も殆んど耐性の低下

しない例がかな り多かった。SMIOγ 耐性菌は2力 年以

上経って消失 した例を認めたが,殆 んど変化のない もの

もあった。100γ耐性菌は例数が少いが発生 コロニーの少

かったものは2力 年以内に消失しているけれども,多 い

ものは殆ん ど低下を認めなかった。 これに反 してINAH

では大部分の例に1力 年位で耐性の低下消失を認めた。

PASは 例 数少 く明かな関係は見 られなかった。 以上述

べた耐性の低下乃至消失 ということも,果 して細菌の感

受性の復元を示す ものであるか,耐 性検査方法の誤差に

よるものかを検討することが重要と考える。第一に対照

培地の発生 コロニー数が少いときは耐性は著 しく不定の

成績 となる。第二に同一患者を近接 した間隔で検査して

もその耐性度を示す成績 は相当度差がある。 この二つの

ことは直接法の誤差と共に考慮しなければならない こと

と思い頻回な検査の必要性を痛感する。

54.結 核菌のSM耐 性獲得の機序に関す る研究

塩田憲三・津村拓・西岡渉・赤井昭(大 阪市大小田内科)

〔緒営〕 現在行われている耐牲検査法は,検 査材料中

のSM耐 性菌と,感受性菌の割合によって,あ る程度影響

されると考えられ る。 この事は柳沢氏のBCGに ついて

の実験や,同 研究室の佐藤氏の実験等か ら伺われる。そ

こでPopulationに 関連して次のように検討した。第1

実験:同 一母集落から得た単個菌の自然耐性に就いて。

実験は鳥型菌を用いて行った。単個菌を得 るには遠心法

と辻氏ベンヂン法を用い,遠 心法では鳥型菌のlmglcc

の菌液を作 り,1500廻 転で5分 間遠心し,上 清をとり再

遠心,こ れを3回 繰返 して後の上清を原液とす。原液は

検鏡で菌が個 々に分離 してい る事を確めた後,十 進法で

1万 倍に稀釈し,そ の0.1ccを 小 川培地に培養すると,

単個菌から発生した集落が個 々に離れて発育する。これ

から5個 の集落を別々に小川培地に増菌し,7日 後グリ

セ リン寒天に植継ぎ,5臼 目のものか ら1mglccの 菌

液を作る。このO.1ccをSM含 有小川培地に培養して

自然耐牲分布を検べ これをNo.ユ ～No.5と 命名した。

辻氏ベンヂン法は同氏記載の方法に準じてベンヂン菌浮

游液を作 り,そ の1白 金耳を小川培地に拡げるようにし

て塗ると個 々に分離した集落を得 る。以下増菌から自然

耐性分布検査に到 る過程は前記同様で この集落をNe・6

～No.20と 命名した。成績:表1(略)は2本 の試験管の

平均値で示したが,同 一母集落から得た単個菌集落でも

その各々の間の自然耐性分布には若干の差があるように

思われた。第2実 験:前 述の2方 法で得た単個菌集落か

ら1mg/ccの 菌液を作 り,No.1～No.5はO.25γ1ccSM

含 有Kirchiner培 地に,No.6～No.20は0.1γ1ccSM

含有Albumin非 含 有Dubos培 地に植え,5～7日 目

毎によく振盟混和後そのO.Iccを 次の培地に植え,こ

れを繰返し5代,10代,20代 目のSM耐 性分布をSM

含有小川培地で検べた。No.1～N.05迄 のSM耐 性獲得

状態は5代 目では,No・5が 一番早く耐性を得ていたが,

その差はあまり明瞭でなく10代 目,20代 目ではその差は

i著明に認めた。(表,図 略)No.6～No.20に ついては各

単個菌集落のSM耐 性獲得の程度の差は,既 に5代 目に

於ても明瞭に認められた◎maNo・1～No・5とNo.6・vNo・

20と の間にその耐性獲得の早さに著明な差があるが,こ

れは後者は表面活性剤Tween80を 含 む為であろう。第

3実 験:以 上の実験からわれわれは,同t…一・b母集落申の個

・一一100一
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個の菌の間に差がある事を認め,梛 沢氏のPOpulation

の考 え方を肯定す る様な成績を得た、次で結核患者の喀

疾中結核菌の耐性の程度に動揺がある事を知ってい るの

で,こ れ も耐性菌のPopulationと 関連するのではない

かと考えて次の実験を行ったe実 験方法:SM耐 性菌保

有患者11名 につき調べたが,3名 は喀疾少量或は培養申

pilzが 生 じて成績から除外し8名 につきしらべた。該患

者の喀疾を1日 の うち午前1時 から8時 迄,8時 か ら午

後4時 まで・4時 か ら午前1時 迄別々に蓄疾 しその耐性

分布及びViableUnitを 検べたところ,完 全耐性者5

名ではViableUnitの 動揺とは無関係に殆んど一 定

の値を示すが,こ れは当然の事 と思わたる、 これに反し

不完全耐性者3名 中2名 ではViableUnitの 高い時は

耐牲度が高 く,ViableUnitの 低 い時は耐性度が低い。

これは前述の試験管内実験と考え合す時は,同 一患者に

於けるSM耐 牲度の動揺は,必 ずしも遣伝学的に耐性獲

得或は復帰のみによらず単にその時,そ の時の喀疾中の

耐性菌のPopulationに 関係する場合 もあり得ると考え

る。尚 この事は更に例数を増して明瞭にしたい と考えて

いる。(表 略)〔結請〕われわれは耐牲菌のP◎pulationに

関連して実験し次の結果を得た。1・同一母集落から得た

単個菌の自然耐性分布をしらべたところ若干の差を認め

た。2.同 一一母集落から得た単個菌を別々に微量のSM含

有液体培地継代培養する事により,個 々の菌の耐性獲得

に遅速の差がある事を認めた。3.Kirchiner培 地 よりも

DubOS培 地 に植え継いだ方が耐性を早 く獲得するよ う

で,Dubos培 地 は表面活性剤を含む故であろうと考え

る。4・不完全耐性菌を喀出する結核患者に於いてはその

喀褻中の菌の多寡によって,直 接法で得 られる耐性の程

度の差が生ずる事を知 り,こ れは結核患者の喀湊中結核

菌の耐性が,日 によって動揺する事のある事実の一つの

説明となると考える。

〔追加〕 松尾吉恭(広 島大学細菌)

われわれの教室では,Film培 地 を用いて抗結核剤に

接したことのない同一抗酸菌株の単個菌より娘株をえて

その耐性分布をしらべた。SMで は原株なみの感受性を

示したもののほかに耐性度の高いもの もあったが,INA

Hで はなおその他に原株より感受性のつよいものもあっ

た。

55・ 抗結核剤耐性機作の研究(第1薪)

東村道雄 ・鈴木鐙三郎 ・君野徹三(国 療大府荘一荘長

勝沼六郎)

耐性機作研究の第1段 階として,SM及 びINAHの

耐 性出現を阻止又は促進する物質を検索 した。Mycoba・

cteriumavium獣 調株を用い,Souton培 地(gluta・

msnate代 用)培 数稀釈法,10日 毎継代のGraessle法

で4～6代 継代して耐性上昇曲線を作った。次の物質に

ついて濃度1～100γ/ccに わたって検討した。即ちsul・

fonamides,homosulfamine,PAS,neocidin(B。suの

btilisの 産 す る抗生 物 質),trypaflavin,picricacid,

PABA,PNBA,POBA,P。nitrophenol,dinitrophenol,

nitrobenzene,benzoicacid,aniline,》itaminB1,

pyridoxine,folicacid,riboflavine,niacine,methio・

nine,adenosine,adenine,quanine,xanthine,

hypoxanthine,uracil,Fe欠 乏 条 件 等,こ の 中 でSM

耐 性 阻 止 に有効 で あ っ たの はsulfonamides,homosul・

famine,neocidin,trypaflavin(?),で あ り,INAH

耐 性 阻 止 に有 効 で あ った の はsulfonamides,neocidin,

riboflavine,な どで あ っ た。 また何 等 か の 作 用 を有 す

る と思 わ れ るが 明 らか な結 論 を出 し得 な か っ た もの に,

POBA,P・nitropheno1,dinitrophenolな どが あ る。

こ こで は この 申で 特 にsulfonamidesの 耐 性 阻止 機 作 に

つ い て 検 討 した。Sauton培 地 にsulfanilamide(SA>

又 はsuflaguanidine(SG)を1γ/cc添 加 して も耐 性 阻 止

作 用 は な か っ たが,sulfathiaz◎le(ST),6。sulfanilami・

de・2,4-dimethylpyrimidine(SD),3,4・dimethyl・5。su・

lfonamide-isoxazole(Sz)を1γ1cc添 加 す る と耐 性

の 阻止 が 起 っ た。 これ は一 見 異 項 環 の影 響 が 大 きい よ う

に み え るが,こ れ らsuifonamidesの 単 独 で の阻 止 作 用

に差 が るあ るので,単 独 で の 最 小 阻止 濃度 の半 量 を使 用

す ると・何 れ のsulfonamideで も耐 性 阻 止が 起 っ た。 耐

性 阻 止作 用 に はsulfonamideの 構 造 その もの が 有効 で

あ り,且 単 独作 用時 の 発 育 阻 止 作 用 が 耐 牲 阻 止 作 用 と密

接 な 関係 が あ る ことが分 っ た。 以下STを 代 表 と して検

討す ると・rST単 独 の 最 小 阻 止 濃度 は10日 後 観 察 で1γ1cc

で あ り,ST濃 度0・5γ1ccで は対 照 と ほぼ 同 様 の 菌膜 を

つ くる。 しか しSM又 はINAHと の 併 用 で は 発 育 が 若

干 遅 延 す る。STO・1γ/ccで は単 独 で も併 用 で も殆 ん ど

影 響 が な い。 これ らのST濃 度 の 耐 性 阻止 作 用 を観 察

す る とo・1γ1㏄ で は耐 性 阻止 作 用 は 認 め られ な い が,

05・γ/ccで は 明 か に耐 性 阻止 が 認 め られ ,17/ccで は よ

り著 明 とな る。 そ こで 更 に 次の 実 験 を行 った 。SMの 場

合3代 目の 培 養 でSM10ア 迄 菌 が 生 育 す るが,こ の 菌 を

植 継 ぐ と4代 目で はSM1万 γ以 上 まで 耐 姓 菌 が 生 育 し

て来 る。 従 っ て3代 目のSM10γ1cctc生 育 した 菌 の 申

に はSM1万 γ/cc以 上 の 耐 性 菌(又 は 耐 性 菌 を生 ず べ き

菌)が 含 まれ てい るわ けで あ る。 こ こで4代 目 の培 地 に

STO・1γ/ccを 添 加 して も4代 目で は625γ 迄 菌 膜 が 出

来 る。 しか しSTO・5γ/ccを 添 加 す る と4代 目 も同 じ く

SM10γ/ccま で しか 菌 が生 え な い 。INAHの 場 合で も

耐 性 上 昇 曲 線 の 上 鼻 の著 明 な2代 目の 培 地 にSTを 添 加

す る と同 様 な現 象 が 認 め られ る。 従 ってSTの 耐 性 阻止

機 作 の 一 つ と して,(A)SM又 はINAHとSTが 共 存

す る と・ 感 性 菌 はSM又 はINAHに よ り阻 止 され,

少 量 の耐 性 菌が の こるが,こ の 耐 性 菌 もSTの 阻 止 を受

け る(STの 阻止 作 用 は 菌 量 が小 で あれ ば小 量 のSTで

一一 一101-一 一
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起る)と い うことが考えられる。また(B)SM又 はIN

AHとSTの 間には協同作用が認められ るか ら,は じ

めのselectionの 濃度が低いとい うことも耐牲遅延の効

果があると考えられる。SM又 はINAH耐 性菌と感性

菌 との間に,STに 対する感受性の差があるかどうかも

機作として問題になるが,両 者の感受牲の差は今の処認

め難いので,こ の可能性は少い。(C)SM又 はINAH

にsT1γ/ccを 添加した時の生菌数(viablecounts)

当 りの耐性菌出現率と,同 濃度のSM又 はINAH単

独 の場合の其とを,培 養1代 目の終 り(10日 後)に 比較

す ると,SMO・04γ1cc申 に生育した菌の生菌数106当 り

のSM1γ 耐性菌数は前者178,後 者 約5,000で あって

ST添 加例で著 しく少ない。INAHの 場合 も0.32〃cc

申 に生育した菌の生菌数10?当 りのINAH10γ 耐 性菌

数は前者55,後 者377で あってST添 加例で少なかっ

た。 これは重要な耐性阻止機作と考えられ る。(D)以 上

のSTの 耐性出現阻止作用はPABAの 添加で殆んど

完全に消失 す る。 従 ってPABAの 利 用阻害,即 ち

purines合 成乃至核酸合成障碍がSTの 耐性出現阻止

作用の機作として考えられ る。結論として上述の機作A

B,C,特 にAとCと がsulfonamidesの 耐性阻止機

作 としで主役を演じていると考える。そしてこの耐性阻

止作用はRABAの 利用阻害,即 ち菌酸の生合成阻害と

関係しているものと考える。

56.結 核菌のSI班 に対する甜性獲得の機構

堀三津夫 ・吉川正吾 ・伊藤和夫 ・横井正照(阪 大微研

竹尾結研皿科)

細菌が薬剤に対して耐性を獲得す る機構については,

現在spontaneousMutation(Selection)とinduced

Mutation(Adaptation)と の二つの学説が対立 してい

るが,私 達は結核菌のSMに 対する耐性獲得の機構がそ

れ等の何れが大 きいFactorで あ るかを検討すべ く目下

実験中であるが,い ささか知見を得たので中問報告とし

てここに報告するeあ らかじめSauton培 地 に48～72時

間表面培養をした鳥型結核菌竹尾株(以 下単に菌と略称

す る)のSMに 対す る耐性度のDeviationを20回 に亘

って調べたが,SMの1γ1ccに 対 して5～6%に 耐性

菌が現われているが,本 実験にはSM1γ1ccに 対 して感

受性を有する菌を用いた。 実験1:nonetreatedcel1

を種kの 液に10mglcc宛 接種して振邊盟に入れ,370C

に於 てSM100γ ノccと 共に5時 間振盈後,そ れぞれの液

を原液として10s倍 に稀釈した菌液を作 り,又 一方SM

を種 凌の濃度に加 え た ブイヨン寒天培地に前寵菌液を

O.5cc宛 混 じて平板培養を行い,SMに 対 する耐性菌の

有無を検討し醐 鳶M羅 纐 液噛 硫 を添加
した場 合 に はSMの1γ,10γ,100γ,1000rに 対 して

耐 性 菌 を認 め た。 実 験 皿:washedcell(inAg.dest.)

を使 用 して前 寵 同 様 の 実 験 を行 った と こ ろ,矢 張 葡 萄糖

を 添加 した 場 合 に耐 性菌 を認 め た。 実 験 皿:starved(in

PhosphateBuffer),aged,andwashedce11を 使 用

して前 記 燐 酸 緩 衝 液 にA.T.P,GlutamicAcid及 び

両 者 のCeuplingを させ て添 加 す ると何 れ の 場 合で も耐

性 菌 が 現 われ るが,両 者 のCoupli㎎ を させ た 場 合 が よ

り多 く出 現 す る。 実gerv;滅 菌 蒸 溜 水(pH6・2《 ・・6・4)

に よ りstarved,agedandwashedcellと した 場 合

は磁 菌槻 われ ない.懇V:starved(i簸 壽M

PhosphateBufferwithGlutamicAcidIO'-5M/cc)

andWashedcellの 場 合はや は りA.T。P。 或いは

GlutamicAcidを 添加 した燐酸緩衝液で耐牲i菌が現わ

れ,両 者のCouplingを させた場合はよ り多く出現す

る。以上の全実験を通 じて,菌 とSMと を作用させない

と耐性菌の出現は勿論認められなかった。上記の実験に

於て,各 種溶液を用いて370Cで5時 間振盈後,SMを

全 く含有 しない対照培地に於けるViableUnitと 振盈

前のそれとを比較す ると菌は増殖 していないように思わ

れ るが,こ の点を更に明らかにするためFilm培 地 を用

いて菌が分裂を 開始 す る迄の時間を測定 した。 即 ち

Sauton培 地 に72時 間表面培養をした菌をそのままで,

或 いは前記燐酸緩衝液によりstarved,agedandwa・

shedcellと した状態で各種溶液申に於て分裂す る迄の

時間は,最 も条件の良い場合,即 ちnonetreated㏄11

で7%家 兎血清 加Kirchner培 地の場合で も5～8時 間

であ り,同 じ培地でstarved,agedandwashedcell

の場合はやや後くれて7～10時 間であ り,尚SMを 添加

した培地では何れ も48時間以内には分裂しなかった。以

上に よ り,結 核菌のSMに 対 す る耐性獲得の機構に

spontaneousMutation(Selection)を 否定す るもので

はないが,inducedMutation(Adaptation)が 大 きな

Facterの ように思われ る。又SMに 対する耐牲獲得の

機構が,ア ミノ酸代謝即 ち蛋白代謝に関係あるように思

われ るか ら,今 後 この方面にも実験を進めるつ もりであ

る。

〔質問〕 東村道雄(国 療大府荘)

結局今の実験は,mutageni(ceffectの 条件というこ

とになるのではないか(SM接 触後にcountsを 数える

ために増菌さしているので,mutageniceffectに よる

と考えても説明できるから,adaption(現 在の定義の)

の可能性ということは,mutageniceffectを 除外しな

ければ考えられないと思われる)

〔解答〕

お目にかけました実験成績から私共は鳥型結菌菌竹尾ぎ
株のSMに 対する耐性獲得の機構としてInducedMロ

tationが 大 きな因子であろうと考える。その理由は ①

SMを 作用さしている間の結核菌の増殖は否定しうるこ

と。②培養とという条件では対照 も同じ条件であるが耐

性菌の出現が認められないこと。しかしなが らこのよう
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な実験のもつ共通的なまた現在ではやむをえない欠点 と

して耐性菌の証明を培養法によっていることであ り,今

後は耐性菌を培養によらずに証明しうるような方法の検

討が必要である。

丘質問〕 牛場大蔵(慶 大細菌)

われわれはMycob,607を 用いてGlucose・buffer中

で同様実験を数回くり返 したが,耐 性菌の出現 増加は

認められなかった。分裂開始時期を出現した耐性菌を用

いて行われたか。また出現耐性菌の生物学的性状は原株

と差がないか◎

〔回答〕 牛場教授へ第1の 質問に対して;分 裂開始の

時間を測定 した菌はSM感 受性のソ…一一トン培地に培養し

た菌の,単 なる菌液及び所謂休止菌の菌液である。第2

の質問に対して:こ のようにしてえられた耐性菌の生物

学的性状についてはまだ詳 しくは検査しておらない。

57.結 核菌のSM耐 性獲得の動的考察

籏野脩一 ・岡野正光 ・村尾誠(東 大美甘内科)

われわれは,有 毒人型結核菌H3?Rvを 使 用し,SM

と連続接触及び間歌接触させて培養し,又 緩衝液申で接

触させて,菌 数と耐性発現状況とを各々4週 に亘 り追　

した。〔実験方法〕SMは すべてDHSM使 用。平底 コ

ルベンの容量、100・v200ccの ものに19～24ccのDubes

培 地或は緩衝液を入れ,培 養1週 目の菌液1ccを 加 え

た。1日1回 振競して,菌 の分散と好気的条件 とを保っ

t。 間漱接触は,週2回 濃度1γ/ccと な るようにSM

を加え,24時 間接触させた後,4000r。P.m.30分 遠心,

上清をすて,等 量の培養液を加えSMを 洗い,再 び遠

心 し,沈 んだ菌を新 しいDub◎s培 地へ移した。尚雑菌

を防ぐためにペニシ リン50～100μ ノccを 加 えた。緩衝

液中接触には,菌 をpH6・4の 緩衝液で3回 洗漉後,ア

ルブミン加燐酸緩衝液へ移 した。菌数計算,耐 性検査に

・は,コ ルベンから取った菌液 か ら,10倍 稀 釈系列を作

・り,各 々か ら0.05ccを 取 って,ア スパラギン,硫 苦,

クエン酸 ソーダを加えた1%小 川培地変法へ流す。8週

、迄に生えた集落数を毎週読み,最 大に数えられた数をと

り,且 誤差を少 くする為に,集 落数が2桁 程度のものを

用 いて逆算した。〔実験成績〕1.接触SM濃 度:比 濁法

によって調べたeO.05γ/ccで は殆ど増殖に影響がない。

O.5γ/ccで は殆ど増殖を許 きないe実 験には更に幅をも

たせたo.03γ/ccと1γ/ccと を使用 した◎2.SMの 安定

性:bandmethodで 検討した。コルベンで4週 後,試

験管で6週 後に7割 程度の濃縮をみたが,蒸 発水分を補

えば殆ど不変であり,わ れわれの実験ではSMの 濃度変

化は無視 してよい。3。連続接触:対 照群と0.03γ群 とは

3×10e/ccか ら5xlo9/ccに 達 し,4組 と も増殖状況に

差 を認めない。1γ群は10～15日 頃102・vlo3/ccで 最低に

達 し,そ の後,分 裂時間20時 間程度で急激に増殖し,

ユ07ノ㏄ 程になる。同じDubos培 地 によって耐牲の推移

をみると,対 照群と0.03γ 群 とは共に上昇 しないが後者

で高耐牲菌出現顕度が高い。1γ 群は菌数が最低に達し

てか ら増殖が始まった15～ ・18日目にも1γ 完全耐性を示

さない。即 ち1γ 耐性菌の選択は明かでな い。 そ して

24～2&日 頃 には4組 すべて100γ 耐性を示した。従って

100γ 耐性菌の増殖は非常に速いことにな る。 詳しく耐

性分布をみた次の実験では初めの菌数が108/ccで 多か

った為か,1γ 接触菌は2週 頃既に増殖を開始し,そ の

中で100γ 耐 性菌は1週 には0.1～0・3%,4週 には5

～30%を 占め分裂時間は20～30時 間。一方対照は100γ

耐性菌は10-?以 下,1γ 耐性菌は10-4で 終始不変。以

上2回 とも1γ接触は100γ 耐性菌を急速に生 じた。次に

菌数106/ccで 出発した実験では1γ 耐性菌の選択が 進

んだが,100γ 耐 性菌は発生 しなかった。 即ち菌量が高

耐性菌出現を左右するようで突然変異説に有利 で あ る

が,急 速な高耐性菌発生,微 量SMの 影響等はSMの

変異誘導作用を想定 させる。4.間 歌接触:総 菌数の変化

は僅かであった。1γ 耐性菌は10-4か ら10"-i程 度に選

択的増殖を遂げる。100γ 耐 性菌は10"-7以 下 から10-s

とふえたが,連 続接触の場合のように急激な発生はみら

れない。5.緩 衝液での接触:増 殖で きないこの条件では

耐性変化は起らない。菌数は8週 後に,対 照は10-1,S

M1γ は接触では10-2に 減少するがTweenを 含 まない

から凝集によ り見掛上減少しているとも思われ,SMの

効果 も明かでない。〔結語〕有毒人型結核菌H3?Rvを,

SMを 含 むDubos培 地及び燐酸緩衝液に4週 間接触さ

せ,そ の間の菌数及び耐性の変化を追　 して次の結果を

得た。1.SMは 単 に静菌的に働 くのみでな く.菌 を消耗

死滅させる。この作用は燐酸緩衝液中では認 め られ な

い。2燐 酸緩衝液中ではSMと 接触して も耐性上昇は起

らなかった。3.1γ/cc間 漱接触では,1γ 耐牲菌の選択

的増殖をみた。高耐性菌の増殖は著 しくない。4.1γ/cc

連続接触の下では,菌 数10s以 上 の場合は,急 速に菌の

大部分が高耐性菌で占められる。菌数107程 度では,こ

の高耐性菌の出現は起 らなかった。この高耐性は安定で

あ り遺伝され る。増殖を障害しないO.03γ/cc連 続 接触

では,対 照より高耐性菌の出現頻度が高かった。5.以 上

の成績は,突 然変異説で一元的に解釈できると思われ る

が,SMの 変異誘導作用 も否定できない。

58.MycobacteriumのSMお よびINAH耐 性獲

得の機序と形成

後藤敏夫 ・清水邦彦 ・渡口精吉 ・坂本光弘(国 病相模

原内科)

われわれはMycobacteriumのSMお よびINAH

に対する耐性獲得機序,と くに薬剤に誘導作用があるか

どうかを検討し,又 同時にSMお よびINAHの 耐性

獲得形式の差異と耐性獲得阻止の状況を検討 す るた め

に,Myc.607を 用いていわゆるRestingcellお よび恒
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量的継代法による実験を行った。〔実験方法〕1>い わゆ

るRestingcel1は 菌液をpH7.0の 燐酸緩衝液で3回 洗

糠してからSM又 はINAHを 加 えて4。C或 は37。C

に放置し,3日,7日,14日 目に取 り出して緩衝液で1

回洗源した後,1%グ リセリン寒天平板を用い耐性分布

を測定して対照 し比較 した。2)恒 量的継代法は菌液

0・2mgを 薬剤を加えた1%グ リセリンブイオン にi接種

し,3日 目eと に植え つ ぎ して20～30代 継代を行っ

た。この間5代 毎にグリセ リン寒天平板を用いて耐性分

布を測定 した。〔実験成績〕Restingcel1に おけるSM

の場合,4。Cで はO.5γ/cc,5γ/cc共 に耐性の上昇はな

かったが,37◎Cで は0.5γ/ccで 生 菌数の減少と耐性の

上昇を認め,5γ/ccで は さらに生菌数は減少し又殆ど完

全耐性を示した。この場合燐酸緩衝液で洗蘇後37。Cの

鰐卵器に24時 間放置し再び3回 洗灘を繰返して飢餓の状

態としてから行 って も全く同様に生菌数の減少と耐性上

昇を認めた◇INAHの 場合は4。Cで も37。Cで も5γ/cc

50γ/cc共 に生菌数の減少耐性の上昇はなかった。Resting

Cellの 試験管中の菌量は10mgで あ るので同量をグリセ

リンブイオンに培養し又2mgで 寒天上集落計算による

耐性分布を検べたところ,SMの 場合行った最高濃度の

1,000γ!cc以 上 に発育 を認 めた,INAHの 場 合は

1,000γ/ccま での発育を示した。恒量的継代法における

SM感 受性の推移は発育阻止作用の殆どない0.05γ/ccで

は30代 後 も耐性上昇はなかったが,や や発育阻止作用の

あ るo・2γ/ccで は5代 ですでに1,000γ/ccの 完全耐性

を示した.INAHで は発育阻止作用の殆どない0。5γ/cc

では30代 後 も耐性上昇はなかったが,や や発育阻止作用

のある2γ/ccで は5代 で 中間耐性菌の増多を認めた。

然し30代 までほぼ同様で完全高耐性とはならなかった。

恒量的継代法の場合に微量のしか も協力作用のない濃度

の他の薬剤を併用して耐性獲得阻止の状況を検べだ。S

Mの 場合O・2γ/cc単 独ではききの如く完全高耐性を示

した。然 るにこの ものにINAHを 最小発育阻止濃度の

ユ/20量(1γ/cc)1/200量(O.1γ/cc)或 は硫酸カドミウムを

発育阻止濃度の1/25量(2γ/cc)加 えた時には中間耐性

菌の増多は認められたが,20代 に至るまで遂に完全高耐

性とはならなかった。INAHの 場合2r/cc単 独ではさ

きの如く中間耐性菌の増多を示したが,こ の ものにSM

を発育阻止濃度の1/12量(o・1γ ノcc)1/120量(o.01γ/ce)

或は硫酸カドミウム2γ/cc加 えた 時にも ほぼ同様な申

問耐性菌の増多を認めた。かくて,Restingcellの 実

験において,SM370Cの 場合の成績のみは一見SMの

誘導作用を認める様にもみえるが・この場合菌が著 しく

殺されているのでその死菌の成分を栄養素にしてはじめ

から存在していた高度耐牲菌が選択的に増殖す るものと

考えられ,こ れに反 して,INAHの 場 合は菌が殺され

ないために耐性菌の増殖 もないとも考えられた。従って

上認のSM37。Cの 場合には真のRestingcellの 状態

となりえず,耐 性菌は増殖しうるものと考えれば,本 菌

のSM耐 性獲得は選択作用のみによって十分に説明でき

るので,必 ずしも誘導作用を認める必要がないように思

われる。 さらに,恒 量的継代法による実験で,発 育阻止

作 用のあ るSM濃 度に対しては,本 菌は5代 で高度完

全耐性となったが,同 じINAH濃 度 に対 しては30代 ま

で も申間耐性菌の増加を認めたに過 ぎないので,本 菌の

SMとINAHに 対する耐性獲得の形式には差異がある

ように思われるが,こ れにつ い て はなお研究を続けた

い。なお,恒 量的継代法の場合他の薬剤の併用を行った

所,SM高 度完全耐性獲得はINAHの 併用によって抑

えられたが(こ の際申間耐性は阻止され な い),INAH

申間耐性獲得はSMの 併用によって抑えられない結果

であった。 この ことは高度完全耐性獲得と中間耐性獲得

とがその獲得機序に関して異なるものであることを示唆

す る。

59.薬 剤 耐性の研究(第2報)SM,INAHの 耐性獲

得並びに耐性の消失低下について

安淵義男 ・高田範男 ・脇田政美(国 療春霞園一所長

工藤敏夫)

今 回は有空洞性重症肺結核症例76例 を選び,そ の耐性

獲得並びに消失,低 下について報告す る。かか る症例に

於ける耐性測定値はす こぶ るlabi1で あ り,1～2回 の

測定値の相違を以って直 ちに耐性の変化と見なすことば

甚だ危険である。故に,喀湊は畜疾 した ものを用い,殊 に

耐性変動を示した症例に於いては再三の測定により可及

的正確を期した。〔実験方法〕 測定方法は3%小 川培地

直接法によ り,SMの 含 有は厚生省指針に従った。尚基

礎実験には鳥型結核菌竹尾株を使用し,培 地はすべてグ

リセリン寒天培地を用いた。〔実験成績〕 有空洞性重症

症例では,SMの 不規則使用により高度の耐性菌を生じ

るのは当然であるが,一 一方,SM809以 上の使用にても

4例 の耐性の低い症例があった。 これは全く耐性上昇を

来 さなかったのか,或 いは過去の耐性が消失乃至は低下

したものか不明であるが興味ある事実である。又吾々は

20例 に対 してSM間 漱PAS毎 日の併用方法を実施 しで

も尚高度の耐性菌を生じた。殊に己に或 る程度の耐性を

有する2症 例は耐性獲得が速かで且高度であったがこの

事は注目に価する。SM耐 性の低下:SM耐 性例56例 の

耐性の変動を6～15カ 月 に亘 り追求 した。臨床上耐性低

下を来 したと思われる症例は10例 であり,病 巣切除例の

術前との耐性の相違は病巣別耐性の相違によると老えら

れる。Sulfathiazo1に よ るSM耐 性の変化:吾 々は臨

床的にSulzolSをSM耐 性患者に使用し,耐 性変化を

追求した。160本 使 用後18例 中耐性低下を示した者5例r

である。又,SM間 歓SulzolS毎 白使用後SM耐 性の、

検査では・3例に速かな耐牲上昇を来 し2例 に上昇を示 さ
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なかったが,SulzolSと の併用が耐性獲得阻止に役立つ

か否かは疑問であり,推 賞すべ き方法ではない。INAH

耐 性の変化:INAH耐 性31例 の耐性変動を6～15ヵ 月

に亘 り追求 した。その間に他の抗結核剤を使用したと否

とに拘 らず,完 全耐性の消失10例,低 下11例,不 変3例

残 り7例 は不完全耐性のみの消失乃至低下を示した。次

にSM,INAH両 者耐性の変動は,SM耐 性低下10例 中

INAH耐 牲上昇を来した もの6例,逆 にINAH耐 性の

上昇に伴いSM耐 性の下降を示した もの13例 中6例 であ

り,INAH耐 性の変動に伴いSM耐 性が必ずしも変化

を来すとは限 らない。基礎実験:鳥 型結核菌をSM及 び

INAH含 有培地に継代培養する事による耐牲の上昇は,

SMに 対 しては容易に10,000γ 以上の上昇を呈するも,

INAHは2000γ 以上の耐性獲得は容易でな く,INAH

耐 性菌の発育力の不良なる事を示した。次に耐性菌を薬

剤を含まない培地に継代培養し,そ の耐性変動を観察し

た。INAH不 完全耐性10γ,100γ,IOOO7の 菌株は何

=れも5代 より低下 し始め,1000γ は10代 後に1000γ

(一),100γ は15代 後 に100γ(一)と なった。 これ ら不

完全耐性の変化に対し,全 菌中に全 く感性菌の混入 して

いない純粋なる完全耐性は10r,100γ,INAH耐 性は,

SM完 全耐牲1000γ,PAS完 全耐性100γ と同様に15

代継代培養後 も毫 も低下傾向を示さない。次にINAH完

全耐Utlloeoγ及び1γ の10mg菌 液を等量混和 してそれ

を継代培養 したところ,1代 後に早 くも耐性変動をみと

め,7代 後には元全耐性は10γ を示した。同様に行った

完全耐Ut11000γ,1γ の混合菌群では,7代 後にも全 く動

揺をみとめず,相 変 らず1000γ の耐性を示 した。〔総括

並びに考按〕結核菌に対する化学療法剤の耐性獲得阻止

に関しては未だ確実な方法はなく,又 獲得された耐性が

再び元の感性に復帰するか否かについても未だ結論が出

ていない。試験管内実験に於いて鳥型結核菌INAH不

完全耐性の動揺はINAH耐 性菌の発育力の不艮の事よ

り考え,耐 性菌が感性菌の発育に圧倒されて見掛け上の

耐性低下を示した ものであると考える。耐性菌と感性菌

の発育力に著明なる差のないSM耐 性菌はさきに述べた

如き混合菌群の継代培養を行 うも耐性値は高度の方の値

を持続する。以上総括すると,①SM間 漱PAS毎 日

の併用も尚高度耐性菌を生 じるが,一 方SM809以 上

の不規則旋用にて も殆んど耐性を有しない少数例をみと

める。②臨床的にSulfathiazolはSM耐 性獲得阻止

感{生復帰に著明なる効果を示さない。③SM耐 牲 とIN

AH耐 性の変化には特別な関係はない。 ④SM耐 性低

下は少数であるが,INAH耐 性は大多数に見掛け上の

低下をみとめる。 ⑥SM,INAH,PAS完 全耐性鳥型

結菌菌は継代培養15代 後 も耐性に動揺なく,INAH不

完全耐姓は5代 後に低下をみとめる。⑥INAH高 度耐

性菌と軽度耐性菌との混合菌群では継代1代 に著明なる

耐性の変動をみとめるが,SMの 場合は7代 後にも全く

動揺を来 さず高度耐牲菌の値を示している。

60.薬 剤耐性結核菌によるツベルクリン及び多糖類の

産生並びにそれら物質の化学的,生 物学的特性

木下彌栄(金 大日置内科一主任日置陸奥夫)

人型菌H3?Rvの ス トマイ耐性(1000γ/m1),パ ス耐

性(100γ/m1),ヒ ドラジト耐性(100γ/ml),ス トマイ

(1000γ/m1),ヒ ドラジ ト(100γ/ml)耐 性諸株をSau、

ton合 成培地に培養 し,煮 沸濾過液よりSeibertの 限

外濾過法を踏襲してツ蛋臼,所 謂多糖類を製し,そ の収

量を比較するに,両 成分の収量は菌株により又耐性変異

菌によ り異る。一例を示すに,H2株 か らはツ蛋白は400

～500mg/1で 一方H37Rv株 か らは70～135mg/lの 収

量か得 られ る。実験に使用した菌はH37Rvの 耐 牲変異

菌であり,そ れと感受性原株よりのツ蛋白の収量とを比

較するに,SM耐 性 に多い。PAS耐 性 も多いがSM

耐性 より少い。 これ と比較 してSM耐 性SM添 加培養

したものは充分なる発育の条件にも拘 わ らず 非常に少

い◎INAH耐 牲 はSM・INAH耐 性 と同様に少 くて原

株と同じく,SM耐 性 とH2株 とは大体同じである。多

糖類はすべて原株 と余 り変 らず豊富に得 られたが,SM・

INAH耐 性では 少なかったe又 原株よ りツ蛋白の多く

得 られたSM耐 性,PAS耐 性には多糖類は比較的に少

なかった。電気泳動学的に大抵の多糖類は易動度殆んど

0に 近い単一な鋭い綺麗な峰を形成した がSM・INAH

耐性 には核酸(16%)と 思 われ る易動度の早い峰が存し

た。なおここで得 られた蛋白はSeibertのC蛋 自に相

当したが,SM耐 性,PAS耐 性,INAH耐 性の ツ蛋

白は原株 のそれと同 じ易動度で,主 成分 より易動度の

大 きい核酸 と易動度0に 近い多糖類を含有 した。 耐性

の主成分に二つの峰のあるのは易動度の近い二種の蛋白

があるものと思考され る。 これ 等ツ蛋白の 化学的分析

の結果はそのN含 有量が14.3～14.9%(Micro-Kjel・

dahl法)で 変 りは殆んどなかった。 多糖類をCarba・

zol反 応 により,核 酸をDisheのdephenylamine反

応 を更に適用して測定したところ,原 株の加熱培養液か

らのツ蛋白には6.0%の 多糖類 と4.3%の 核酸を証明

したが,SM・INAH耐 性,INAH耐 性に於ては原株よ

りの少量の多糖類を証したeSM耐 性,PAS耐 性株の

それは殆んど変 らなかった。SM耐 性SM添 加培養し

た ものでは19.8%の 多量を証 した。 核酸はSM耐 性

SM添 加培養せ るものに於て少 く,SM・INAH耐 牲 に

於て多 く,後 者では殆んどその半量位に相当す るものが

証明された◎次いでツ蛋白申2600A◎ で最大の吸光度

を示す核酸部分を分光化学的に測定し,そ の価の化学的

測定によく一致す るものあるを認めた。生物学的には,

先 ずツ皮内反応に於てBCG非 接種者に0・2γ を用い,

原株と殆んど変らない力価を有する事を認めたが,O.1r
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を使用 してSM耐 牲株 のそれよりやや低い事を知 っ

た。SM・INAH耐 性 に於ては半量も核酸を含めるにか

かわらず力価は感受牲原株 よ りのツ蛋白の力価と等 し

かった。BCG接 種者に対しては精製 ツベルクリンの力

価は一般に弱いとされてお り,原 株では02γ,0・1γ で

Ratioは それぞれO.63,0.59で あったが,耐 性菌より

得 られたツ蛋白は一般に幾分高い力価を示 した。併 しこ

れは被検対象の差異によったか も知れない。多糖類に関

してはMiddlebrook-Dubos血 液凝簗反応に於て特 に

SM・INAH耐 性株のそれが抗原 として力の弱 いことに

注目した。

61.薬 剤耐性結核菌の一,二 の酵素作用について

貝田勝美 ・杉山浩太郎 ・古賀行雄 ・中溝利幸(九 大結

研)

われわれは各種薬剤耐性菌のカタラーゼ作用禄びウレ

アーゼ作用に就いて実験し,又INAHの 結 核菌カタラ

ーゼに及ぼす影響に就いて検討した。カタラーゼ定姓に

就いて一 九大結研に於て患者喀湊から分離培養後5～

6代 を経た耐性菌並に標準菌計192株(岡 ・片倉培地四

週培養)に 就いて,ス ライド法(発 泡法)に よりカタラ

ーゼを定性,INAH耐 性菌22株 申陽牲株は僅に2株 他は

全部陰性であった。併 し,こ の陰性株は培地申のINAH

の影響によるものではないかと考えられるが,INAHを

含有しない岡 ・片倉培地と含有せ る培地に分離培養 して

その菌に就いて検討したところ,13株 申含有せる培地の

場合陽性株1株,含 有 しない培地の場合陽性株2株 を得

たe従 って大体に於て,INAH耐 性菌のカタラーゼの

欠除は,そ の本質的な性状の一つであると考えられ る。

カタラーゼの定量に就いて一一 供試菌株は定牲に用いた

ものの一一部で,定 量法はEulerJosephson法 によっ

た。感受性菌株6株,SM耐 性菌株8株,PAS耐 性 菌

INAH耐 性菌それぞれ6株,TB、 耐 姓菌株4株 を定量

して見ると,INAH耐 牲菌は5株 が陰性,1株 に微量

のカタラーゼを謹明した。SM耐 性菌は感受性菌株に比

してやや劣っていた。INAH耐 性菌のカタラーゼ作用

の陰性化は,そ の菌体の細胞膜のH202透 過性が低下

し,カ タラーゼを菌体内部に含有していて も,反 応を起

す事が出来ないのではないかという疑問 も一部には成 り

立つ ものと考えられる。次の実験はその様な疑問を氷解

したものと思 う。則ち,感 受性菌株2株,INAH耐 性

菌株2株(内1株 は微量のカタラーゼを含有す る)を,

アセ トンにて脱脂,菌 体を破壊して無細胞粗酵素液とし

て抽出し,そ の抽出液に就いて定量した。則ち各株共生

菌,ア セ トン脱脂菌,粗 酵素液に就いて,そ のカタラー

ゼ量を比較して見ると,そ の何れ もが,INAH耐 性菌

はカタラーゼが欠除しているか,或 は感受性菌に比 して

非常に微量であり,発 泡法に於ても同様の結果を得た。

この事は,INAH耐 性菌カタラーゼが,細 胞膜 とは無

関係に,確 実に欠除しているか或は減弱 しているものと

考える。一般に抗結核剤(SM,PAS,TB1,INAH)

は結核菌カタラーゼに対 して限害作用を示すものと考え

る。ソー トン培地上のH37Rv株,H2株 の菌膜を前述

の薬剤の1000γ/cc溶 液 に浸 し,各 週毎にとり出して良

く水洗しカタラーゼを定量 して見 ると,INAH浸 漬菌

は1週 目より既にカタラーゼの欠除していることを知っ

た。対照 として,生 理的食塩水浸漬菌を用いたが,生 理

的食塩水に比し,INAH以 外 の薬剤 も若干阻害作用を

示した。INAHの 完全な阻害作用は,む しろ菌を融解

死滅させる為に起ったのではないかとも考えられ るが,

浸漬菌の生菌単位を測定して見 ると,対 照よりも発育は

弱いが確実に生 きている事が判った。又結核菌のカタラ

ーゼを定量す る場合に,基 質溶液に一定量のINAHを

加 える事により,短 時間内に作用するINAHの 影響を

見 る事が出来 る。 この方法で,生 菌(人F菌)粗 酵素液

(H37Rv株 よ り抽出)に 就いて検討して見 ると,生 菌

の場合,INAHの 最終濃度1γ/ccで は影響なく,10γ

以下で若干阻害作用が見 られ,100γ/coで は カタラーゼ

量は約2/3に 減少してい る事が判った。粗酵素液でも略

同様の結果を得たが,1γ/ccで も僅に阻害 した◇抗酸性

菌のウレアーゼ作用に就いては,最 近ではCysnerSin・

gerが 報 告してい るが,ネ スレルにより簡単にウレアー

ゼを検出している。われわれは,戸 田氏が行った リトマ

ス試験紙法及び,ネ スレルを用いて,耐 性菌に就いて比

較検討 して見た。則 ち1%尿 素液10CCに,10mgの 菌

を浮游せしめ赤の リトマスを綿栓 と共に封蝋 し,室 温に

放置して毎 日その青変す るのを見た。又別に,そ の1cc

宛 を小試験管 に移 し,ネ スレル試薬を1滴 つつ落 して,

アムモニヤの検出を試みた。その結果,感 受性菌は,24

時間 目には既に疑陽牲で,48時 間目には,ア ムモニヤの

発生するのを見たが,耐 性菌は,ア ムモニヤの発生は租

当日数遅延した。 この事は,耐 性菌が感受性菌に比 して

ウレアーゼ作用の弱い事を示すもの と考えるが,結 論的

に述べ るには,更 に多くの例数に就いて検討し,足 量的

な操作を加える必要があると思う。〔結論〕①INAH耐

性 菌株の大多数は,カ タラーゼが欠除し,一 部は微量に

含有している事を知った。 ②4種 の抗結核剤は何れも

結核菌カタラーゼ作用を阻害 し,特 にINAHはi著 し

い。③耐性菌はウレアーゼ作用が弱化している傾向にあ

るが,今 後の検討を待つ必要がある。

62.外 科 的結核材料及び切除肺よりの抗酸苗¢検出と

それ らよりの強出液の結核菌の発育に及ぼす影響

占部薫 ・桑尾重大(広 大細菌)

私共は昭和26年 以来,外 科的結核材料の細菌学的研究

を行い,非 抗酸性型菌出現の様相 とか,病 的組織抽出液

の結核菌の発育に及ぼす影響 とかの検討を行う傍ら,切

除肺の細菌学的観察をも続行 して来たが,非 抗酸性型菌
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出現の頻度に関しては・すでに報告したので,そ の他の

今日迄に得 られた成績について,概 略を報告する。L被

検材料:被 検材料は24例 の切除肺を含む54例 の所謂外科

的結核であった。切除肺中病巣部17例 は肉眼的に明らか

に空洞 ・被包乾酪巣 。結核腫等の結核性病巣をもったも

のであ り・非病巣部7例 は肉眼的には,結 核性病変を認

め得なかったものであった。2・各材料の塗抹 ・培養成績

の相互関係:直 接塗抹並びに,占 部の迅速アルカ リ申和

法を施 した沈渣の塗抹標本に抗酸菌染色法を施 し,且 岡

・片倉培地・Kirchner培 地 及び前者よりGlycerinを
,

又後者よ りSerumを 控除した計4種 の培地に培養iを行

った。この成績で塗抹 ・培養共に陽牲例は滲 出 液4例

(関節結核2,肋 膜炎2)申 にはなく,そ の他の材料で

は何れ も陽性例が見 られた。最近俄かに関心を高めて来

た塗抹陽性 ・培養陰性例は滲出液及び膿(寒 性膿瘍7)

に於てはなく・結核臓器9例(腎 臓結核4 ,副 睾丸結核

4・ 腹壁結核1)申1例(11.1%),頸 部淋巴腺結核10

例 中3例(30%)・ 切除肺病巣部17例 申3例(17.6%)に

証明され・Hohn・Dimtza等 の成績を裏書きするよう

な結果を得た・㈲之とは反対の塗抹陰性 ・培養陽性の例

は結核臓器9例 中2例(22・2%)結 核淋巴腺10例 申2例

(20%)・ 及び切除肺病巣部17例 中2例(11。8%)に 認

められた。次に塗抹 ・培養何れ も陰性の例は滲出液及び

切除肺非病巣部の全例がそうであったが,膿 ではそのよ

うな例に比して,両 者陽性の例が2倍 乃至それ以上多か

った。3・切除肺病巣の種類と塗抹 ・培養成績 との相互関

係:次 に切除肺病巣の開放性か,閉 鎖性か に よ る成績

差については塗抹陽姓 ・培養陰性の例は,空 洞 又 は そ

の他の病巣の何れにあって も,開 放性病巣に於てより多

かった。4・化学療法と切除肺病巣の細菌学的所見との関

係:こ れについては例数が多くないので確かな ことは言

えぬが・塗抹陽性 ・培養陰性の例はSM,PAS併 用群

に於て投与期間の長い ものが,短 いものよりも多少共よ

り多いように思われた。5.結 核組織抽出液の結核菌の発

育に及ぼす影響:結 核牲滲出液はそのままで,又 膿では

遠心沈澱した上清を,更 にその他の結核組織材料では,

Homogenizerで 磨砕したものにつ き,1mg2ccの 割合

に生理的食塩水を加えて,2昼 夜冷室内で抽出後,遠 心

沈澱した上清を,Seitz型 濾過器で濾過しその濾液を,

又切除肺については1gm2ccの 割合に50%酸 性 アルコ

ールを加えて・7昼 夜冷室内で抽出 したものを遠心沈澱

し・濾過後中和した上清を,そ れぞれKirchnerSy.ser

培 地に1%・5%・ ユ0%の 割合に加え,人 型結核菌F株

の1mglccの 平等浮游菌液1滴 宛を移植して,4週 間

にわた り培養観察した。その結果,切 除肺病巣部よりの

抽出液は17例 中抑制9例(52・9%)で あったの に対 し

て・切除肺の非病巣部よ りの抽出液では,6例 中僅かに

1例(16・7%)の みに抑制作用が認められ,他 の多 くは

結核菌の発育に何ら影響を与えなかった。その他の結核

材料即 ち,滲 出液 ・膿 ・淋巴腺 ・結核臓器よ りの抽出液

でも50～85%の 高率に於て抑制作用を示した。そこで

私共は結核材料抽出液のこのような結核菌発育抑制作用

が・化学療法剤の作用 と相まって,病 巣部の抗酸菌塗抹

陽性 ・培養陰性と言 う奇異な現象に多少 ともつながりを

持つものではないかと考える。

63・ 切除肺に於ける結核菌検索(第2報)

山本正俊(国 療福岡 ・九大細菌)

切除肺に於ける結核菌の動態については,既 に第1報

にて報告したが・その後例数を重ね今回は100例 の切除

肺についての成績を述べ る。X線 分類は之を断層所見を

含めて且つ経過を考慮 して四型に分った。第一型小病巣

集合群10例 ・第二型結核腫18例,第 三型濃縮空洞22例,

第四型空洞50例 である。総計100例 の術前喀疾の結核菌

所見(6ヵ 月間)は 塗抹54例,培 養65例 に陽性である。

その切除肺主病巣内結核菌所見は塗抹陽性91例,培 養陽

性77例 である。 これを各型別に見 ると,一,二,三 型は

何れ も,喀 疾の陽性率は,塗 抹及び培養共低率(20～40

%)で あ るが,四 型では殆んどが陽性であった。切除主

病巣内菌所見は塗抹に於ては各型共高度に(70～100%)

陽牲であるが,培 養陽性率は一型では20%,二 型 では61

%三 型では55%で あ り,四 型では96%が 陽性であっ

た。術前喀湊中結核菌陰性(塗 抹,培 養共に)は28例 で

その切除肺病巣中の結核菌培養陽[liBljは12例であ り,こ

れを各型別に見 ると一,二,三,四 型 と順次後者程陽性

率は増加している。100例 の切除肺中検索せる病巣数は

223個 で・その塗抹陽性率は71%,培 養 陽性率は67%で

あ る。病巣の種類別にその成績を見 ると,空 洞では殆ん

ど大多数が塗抹培養i共に陽性であるe滲 出牲病巣は11個

検査したが全部に培養で発育し,コ ロニー数も多数のも

のが大半を占めている。被包乾酪巣は89個 で,軟 化のある

ものでは培養陽性率56%で あ るに比し,軟 化のない もの

では38%陽 性で前者よりやや劣 る。なお塗抹陽性率に比

し培養陽性率は両者ともかな り低い。塗抹陽性で併 も培

養陰性なるものは切除肺病巣では223個 申46個(21%)

に あったが・喀湊では1%(検 査 件数593件 中6件)し

か認め得ず切除肺病巣に比 し著 しく低率である。被包乾

酪巣に於てその大 ききと菌所見 との関係を見 ると,軟 化

のある病巣に於ては2cmを 越 えるものではその殆んど

すべてが培養陽性であるが,2cm以 下 では陽性度は50

%前 後である。軟化のない ものでは,2cmを 越 える病

巣は1個 もなく・培養成績は40%前 後で前者より劣って

いる。耐性成績であるが,術 前化学剤の使用総量を,対

象のコ=ニ ー数20個 以上発育 した63例 につ い て調べる

と,SM,PASは 未使用例が何れ も20%前 後であ り,

使用せる例に於ては一般に使用総量は少量である。INA

Hは 未使用のものが42例 で大部分を占める。使用方法は
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大部分は2剤 の併用使用であ る。耐性検査は初期は直接

法によ り,後 期には間接法によって実施した◎対象と同

程度に発育した最嵩 γを耐牲値として判定すると,喀 湊

並びに切除肺病巣共に耐性値は各薬剤何れも低い。SM

lO7耐 性1例,PAS10γ 耐 性1例,INAH10γ 耐性1

例 と切除肺病巣に於て見 られたのみであ り,30γ,100γ

耐 性は皆無であった。喀疾 と切除肺主病巣 との耐性比較

を35例 に就て行ったが,SM,PAS,INAH共 に差を認

めたものは僅かである。同一肺の異 る病巣間の耐性比較

を21例 について行ったが,SM,PASで は差を認めたも

のは1例 も無 く,INAHに 於 て2例 認めた。病巣乳剤

の結核菌発育への影響を15例,40病 巣に つ い て調べた

が,対 象に比べて3倍 以上を促進あ り,1/3以 下を抑制

あ りとして判定すると,促 進は1病 巣,変 化なしが30病

巣で大部分を占め,抑 制を示 したものは9病 巣に於て こ

れを認めた。なお病巣の種類別による相違については検

査件数少 く未だ不明である。抑制を示したものは手術直

前に化学療法をかな り行った例に多 く見 られ,こ れは塗

抹陽性培養陰牲 とも密接な関係があ り,今 後実験を重ね

確めるつ もりである。

64.切 除肺標本中の結核酋検索成緬と臨床所見との関

係

岡捨己 ・菅原庸雄(東 北大抗研)

吾 々は切除肺の病巣中結核菌の検索の成績について臨

床所見 との関係を観察したので報告する。一つの材料に

ついて塗抹 ・培養 ・動物接種を並行 して行い,こ こには

動物実験まで完了した78名174標 本 についての成績を報

告する。78名 申男54名,女24名,年 令は20～34才 が大部

分で特に25～29才 が多い。発見の動機は,集 検で15名,

非結核性疾患の疑いで2名,62名 は 自覚症状を伴 って発

病。喀擁中の結核菌は発病時68名 に陽性,切 除時は24名

に減少。虚脱療法をうけたものは,入 院前43名,入 院後

は36名 で,又,入 院前化学療法をうけたものは60名 であ

り,入 院後の化学療法は主としてSM,PAS,INAHの

三者併用療法が74名 に行われ,6ヵ 月以上続けられたも

のは42名 であった。いわゆるOriginaltreatmentと

しては15名 に過ぎなかった。切除部位は左右共Si,S2,

及びS6が 多かった。切除肺78例174標 本 について,塗

抹培養,動 物接種を並行 して行 った結果,塗 抹139(79,

9%),培 養73(42・0%)及 び動物接種92(52.9%)が そ

れぞれ陽性であって,動 物接種は一般に信じられている

繕 ど優れてはいない。塗抹菌数と培養及び動物接種成績

を比較してみると,塗 抹陰性の35標 本中培養で12(34.

3%),動 物接種で15(42・9%e)が それぞれ陽性であ り,

反 対に塗抹陽性139標 本中培養で78(56・1%),動 物接種

で62(44.6%)が それぞれ陰性であった。空洞 と被包乾

酪巣の標太申結核菌について比較す ると,空 洞では47標

太中,塗 抹41(87.2%),培 養又は動物接種40(85.1%)

が それぞれ陽性であり,被 包乾酪巣では107中 それぞれ

87(81.3%)及 び41(38.3%)が 陽性で空洞申には生菌

として検出できる結核菌が高率であった。空洞及び被包

乾酪巣に対する化学療法の影響についてみると,入 院後

主 としてSM・PAS・INAHの 三者併用が6カ 月以上行

われたとき,空 洞26で は20(76.9%)に,被 包乾酪巣で

は57中19(33.3%)に 動物接種又は培養陽牲であ り,化

学療法が6カ 月以下の場合にはそれぞれ12申9(75%)

及び37中17(45.9%)に 陽性であった。臨床所見 と切除

肺病巣中結核菌との関係として,ま ず肺レ像の推移と切

除肺の主病巣並に撒布巣中結核菌との関係に つい てみ

る。主病巣では,空 洞が縮少 した場合は10例 申6(60%)

空洞が消失し搬痕化に近い場合は16申1(6.25%),結 核

腫の場合は11中6(54・5%),空 洞が不変の場合は11中

11(100%),胸 成 術不成功の揚合は7申7(100%)に それ

ぞれ培養又は動物接種陽性であった。撒布巣で も殆んど

同 じ傾向であって,主 病巣の空洞の縮少したとき,撒 布

巣13中5(46・2%),空 洞が消失し搬痕化 した場合は,撒

布巣23中4(17・4%),結 核腫の場合は,撤 布巣8申4

(50%),空 洞の不変の場合は,撒 布巣12中11(91.7%)胸

成 術不成功の場合は,i撤 布巣9中6(66.7%)が 養培又

は動物接種陽性であった。すなわち,撤 布巣申の結核菌

は,主 病巣申の結核菌のと同じような生活力を示してい

ることが知 られた。喀湊中結核菌と,病 巣中結核菌 との

関係についてみると喀疾中結核菌が切除前6ヵ 月以上陰

性であった67標 本では,18(26.9%)に 培養又は動物接

種陽性であ り,喀 湊中結核菌が常に又は時麦陽性であっ

た79標 本では56(70.9%)が 培養又は動物接種陽牲であ

って,これは,推計学的に有意の差が認められ る。赤沈の

推移と病巣申結核菌との関係についてみ ると,6ヵ 月以

上赤沈が1時 間値10mm以 下の場合の71標 本では27(38.

1%)6ヵ 月以上赤沈 が1時 間値20mm以 下の場合52の

標本では26(50%),赤 沈1時 間値 が20mm以 上 を動揺す

る場合では,48標 本中35(72・9%)が それぞれ培養又は動

物接種陽性であった。以上の成績から,肺 レ橡上,空洞が

縮少 し更に消失癩痕化 し,喀 渓申結核菌が,術 前6ヵ 月

以上陰牲であ り,赤 沈1時 間値が術前6カ 月以上20mm

以下で安定 していると・切除肺病巣中結核菌は塗抹で陽

性でも培養又は動物接種陰性のものが多く,こ れに反 し

て,肺 レ豫上空洞が不変の もの,胸 成術不成功のもの,
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喀湊中に常に排菌がみられ,赤 沈 も安定 していない もの

では,化 学療法期間の長短に関係な く,主 病巣のみなら

ず撒布巣中からも,結 核菌は培養又は動物接種で証明さ

れることが多い。 これ らの事実は,肺 切除適応選定の指

針となると考えられる。培養法の改艮に対する一つの方

法についてのべ る。4%H2SO4水 前処置岡 ・片倉培地

に植えた場合と,50単 位 ペニシリン食塩水で2回 洗潅後

その沈渣物を5%牛 血清加KirchnerSy・ser,培 地に

培養した場合を比較した。岡 ・片倉培地に生育 しないが

Kirchner培 地に生育する場合を観察しているが,な お

例数を増して報告 したい。

65.切 除肺病巣中の結核菌に関する細菌学的研究

牛場大蔵 ・横山宗雄(慶 大細菌)申 島三郎(専 売公社

東京病院)久 保田三郎(稲 田登戸病院)

肺葉切除及び区域(部 分)切 除によって得た結核病巣

の染色及び培養を行い,そ の成績 と病巣性状 との関係,

化学療法剤使用量または療法期間との関係その他を調査

すると同時に,特 に培養方法の中長期液体培養iを試みて

従来の培養陰性例がどの程度,陽 性として認められ るか

を検討した。検査材料は慶応(K)病 院82例,110病 巣,

専売公社東京(S)病 院42例,142病 巣,稲 田登戸(N)

病 院62例,190病 巣,計186例,442病 巣であ り,そ の検

査方法は3病 院でそれぞれ多少の相異はあるが,共 通 し

た点は病巣そのまま,ま たは食塩水,1%NaOHで 前

処置した場合は1%(KH,PO4)小 川培地,4%NaOH

前処置の時は3%小 川培地に直接培養(多 くはホモジナ

イザーにて乳剤化)し,液 体培地は血清Kirchner及

び血清Dubos培 地 を用い,ペ ニシリン,100μ/cc,一

部はきらにマラヒット緑(20万 倍)を 加えた。染色は原

材料そのまま,ま たは乳剤をZieh1・Neelsen法,一 部

は螢光法にて検査した。まず各病院別に,染 色,培 養の

成績の組合せを見ると,K病 院では110病 巣申(染 色+

培養十)25%,(染 十培一)36%,(染 一培十)10%,

(染一養一)33%,で あ り,そ のうちいわゆるtarget

pointに おいて手術した21病 巣を別記して見ると,(染

十培一)が10例 を数え,(染+培+)は 僅か2例 に過ぎ

ない。S病 院では142病 巣 中(染 十培十)27%,(染 十

培一)32%,(染 一培十)13%,(染 一培一)28%で,

空洞に比 し濃縮空洞及び乾酪巣では(染+培 一)が 多数

の傾向にあった。N病 院では190病 巣中(染+培+)42

%(染+培 一)20%,(染 一培+)10%(染 一培一)

29%で,病 巣の大 きさで別けてみると大豆大の ものは米

粒大より遙かに(染+培+)が 多いが,(染+培 一)は

無関係であり,内 容融解度か らみると,軟 化度の著 しい

ものほど(染+培+)が 多 く,(染+培 一)が 少ない傾

向が明らかに認められた。つぎに3病 院の全例を集計し

て染色,培 養の関係をSM使 用量(大 部分の患者は種

.・ll,の併用療法を行っているが,便 宜上SMを と り上げ

た)か ら見 ると,SMO～119,12～309,31～509,509

以上の4群 に分けても,殆 んど全 く差が認められなかっ

た。また手術前化学療法期間との関係を3カ 月毎に区切

ってみると,9～12月 治療群に(染+培 一)が 多 く・1

年 以上治療群では(染 一培一)が 多い外は・やは り全体

として著明な差が認め られなかった。手術前喀湊中菌陰

性期間の長短 も1年 以上陰性群に(染 一培一)が 多い外

は著 しい影響を及ぼさない。培養方法との 関係をみ る

に,55病 巣(S病 院)に つき食塩水乳剤と4%NaOH乳

剤 との比較を行 うと,4%NaOHで は明らかに培養陽

性率が低下することが見 られた。 なお1%NaOH前 処

置は食塩水に比べて集落数がやや少数であるが,陽 性率

に著変はなかった。S病 院における液体長期培養は血清

Dubos培 地を用いた10例,31病 巣につき,直 接固形培

地培養と比較されたが,(固 形+液 体+)7,(固+液 一)

1,(固 一液+)9,(固 一液一)14の 成績で,液 体培地

で始めて陽{生となった9例 が注目される。その9例 は初

代の血清Dubos培 地 で(判 定は沈渣染色),6例 陽性

であるが,そ の中3例 は8週 目に遠沈上清を新しい培地

と交換 して12～16週 目に始めて陽性となった ものであ

る。また9例 中残 りの3例 は,2週 目遠沈 々渣を次代に

継代す る方法により2代 目(4週)に2例,3代 目(4

週)に 始めて陽性 と判定された。K病 院における液体培

養は血清Kirchner培 地 を用い,10日,30日,60日 と

培養後,固 形培地へ沈渣を移植して判定 したが,10日 で

は陽性率の向上は認められず,30～60日 培 養に至って38

病巣中3例 が始めて(固 一液+)と な り,そ の逆は1例

も見出されなかった。以上の両病院にわける(固一液+)

例 を仔細に検査すると,被 包乾酪巣,石 灰化巣・濃縮空

洞が多 く,病 巣材料直接染色は12例 中5例 が陽性(Ga・

ffky1～10)で あ った。また長期観察例を集計すると69

病巣申12例(17.5%)が,液 体培地によって始めて陽性
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化したことは,さ きにHobbyそ の他が報 じた如 く,培

養方法如何によっては生存結核菌を従来より高率に切除

病巣から見出し得 ることを示す ものである。しかし一方

S病 院の16週 にわたる長期培養で も31病巣申5例 に染色

陽性で,固 形液体培地共になお陰性例のあることは,今

後きらに検討すべ き余地を残 している。 従ってHobby

の主張するアルブミン ・フランクシヨンVが 必要である

か否か も不明であ るが,上 記方法により全般的に培養陽

性率を高めることが出来たことは,今 後本問題の研究に

示唆を与えたものと考える。

66.切 除肺病巣に於ける紙菌学的並に病理学的研究

(第2報)

額 田久子 ・石田輝俊(東 邦大相沢内科)

昭和28年11月 よ り30年1月 に至 るまでの東邦大学小平

外科に於ける肺切除施行患者100例 について,切 除肺病

巣の細菌学的検索を行い,30例 について病理組織学的検

索を行った。細菌学的検索:実 験方法 としては,一 つの

切除肺の空洞内壁,及 内容,孤 立性病巣,灌 注気管枝の

断端及内腔,淋 巴腺其他よ り検索を行い,切 除肺は術後

出来 るだけ速やかに無菌的に,3%小 川培地へ培養し,

原則 として集菌は行わず,特 に汚染のおそれあるものに

ついてのみ4%苛 性ソーダにて集菌培養した。耐性は間

接法を以て検 し,判 定は4週 ～8週 を以て 決定 した。

100例 中,肺 別除術7例,肺 葉切除術54例,区 域叉は部

分切除術39例 で,肺 別に於ては100%に,葉 切では63%,

区域 では51%に 培養陽性を見た。術前喀疾中に結核菌陽

性のもの30例 で,菌 陽牲者では93%に,陰 者牲で も爾47

%に 培養陽性をみ とめた。病巣を肉眼的観察によって,

載化せる空洞,濃 縮空洞,被 包性乾酪巣に分類した◎空洞

とは術前X線 所見にて透亮をみとめたものであるe培 養

陽性率は軟化空洞最も高 く77%,濃 縮空洞は僅か8%,

被包 性乾酪巣に於ては27%～20%で,病 巣の大なる程培

養陽性率が高い。術前の治療は,化 学療法(SM,PAS

併用 或はSM,PAS,INAH併 用)3カ 月 以内12例,

3カ 月・)6ヵ 月39例,6～9カ 月23例,9カ 月以上8例

で,虚 脱療法(気 胸1年 半～3年 施行)と化学療法併用せ

るもの18例 である。病巣別に術前の治療と培養の関係を

み るに,軟 化空洞に於ては術前の化学療法の期間には殆

んど影響がなく,濃 縮空洞に於ては,6～9ヵ 月にて殆

んど培養陰性 となっている。被包性乾酪巣に於ては病巣

の小なる程,又 化学療法期間の長い もの程培養陽性率は

低い。塗抹標本と培養 との関係は,化 学療法の長 くなる

に従い,切 除肺病巣よりの塗抹標本で抗酸性菌陽性で培

養陰性の ものがふえている。又塗抹標本に於ける菌検出

率 も化学療法期間の長い もの程減少 し,病 理組織学的に

菌を検索した結果 と大体一致 している。切除肺病巣より

の耐性菌は,喀 湊のそれ と殆んど同様で,一 つの切除肺

よ り2カ 所以上培養陽性なる場合,時 に異れ る耐性を示

す。10例 に耐性菌出現を認めたが,耐 性出現の全例に空

洞が認められた。所謂targetpointに 達 した と思わ

れるもの58例 で,培 養陽性は30%で あ るが,target

pointに 達 しなかったものでは80%に 陽性であった◎尚

術前Tuberculomaと 診断 されたものは17例 で,培 養陽

性は3例 であった。以上,空 洞を有するもの,術 前喀湊

中の結核菌陽性の ものに培養陽性率高 く,術 前の化学療

法の期間は,軟化せる空洞に於ては影響がないが,濃 縮空

洞及び被包性乾酪巣に於ては長期に亘 る程培養陽性率が

減少している。被包性乾酪巣に於ては大なる程培養陽性

率が高い。耐性出現は空洞を有するものに多くみとめら

れた。病理組織学的検索:約30例,60ヵ 所 について行

い,Haematoxylin・Eosin染 色,Mallory染 色,Van

Gieson染 色,並 びにAlkaline-Carbolfucksinに 依 る

組織内に於ける結核菌の検索を併せ行った。化学療法に

依 る病巣の形態学的変化に就いては従来幾多の業績があ

るが,わ れわれの検索 した範囲に於ては化学薬剤の種類

に依 る差異は認められなかった。病巣は何れも被包化治

癒の傾向が著 しい。即 ち殆んど全例に於て程度の差 こそ

あれ線維化,一 部硝子様化を認め,更 に新生血管を伴っ

た非特異性肉芽組織の被覆せ る像が観察された、化学療

法施行期間に依る病嫁の差異は3ヵ 月乃至1力 年程度の

差異に依っては余 り著明でな く,一 般的に云って長期間

の ものに於て非特異性肉芽組織の形成が,短 期間の もの

に比 して著明であるといい得よう。病巣内結核菌につい

ては,乾 酪巣の軟化せる所に最 も屡 々見出きれ,病 巣の

治癒度喜ほぼ平行している。これ等の所見より化学薬剤

に依 り結核性病変像が特異の変北を生 じた ものとは解 し

難 く,青 木氏等の提唱せ る如 く自然治癒の促進と見なし

得る像と考えられる。
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