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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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疫 学 お よ び 統 計

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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結核菌及びツベル ク リン

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。
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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
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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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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
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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
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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
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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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