
41

P32標 識菌 に よる抗酸性菌の病 原性 に関す る研究(第1報)

国立療養所 刀根山病院(院 長 渡辺三郎)

山 村 好 弘 ・谷 淳 吉 ・寺 井 武 雄

(受付 昭和30年9月26日)

第1章 緒 言

近年同位元素が トレーサーとして生物学ならびに医学

の研究に応用せられ,従 来の方法では,容 易に解決 し得

なかつた研究面に,新 分野を開拓するのに大きな役割を

果すようになつてきている。

さきに山村 らは,放 射性同位元素P32を 燐酸塩(Na2

HPO4)の 形 で培地に加え,抗 酸性菌を培養して,P32標

識菌を得ることに成功し1)2),そ の加熱死菌を家兎の腸

間膜静脈および耳静脈より注入 し,そ の体内分布を測定

することにより,結 核アレルギー反応の研究を行つた3)◎

また山村らはP32)標 識抗酸性菌を同様に,家 兎の耳静脈

より注入し,体 内の各臓器における分布と放射能の消失

速度を測定し,生 菌,死 菌共に病原性菌は臓器より緩や

かに消失し,非 病原性菌は速やかに消失することを認め

ている4)5)。

一方 ,生田らにより,Acetoinの 代謝を測定する一つの

方法として,マ ウスの全身を電気 職ixerでhom◎genize

して測定する方法が考案せられた6)の で,わ れわれ もす

この方法を応用して,P32標 識抗酸性菌をマウスの尾の

脈より注入し,P32が マ ウスの全身および肝よ り消失間

る割合を測定した。その結果病原性菌と非病原性菌とに

消失の速さに差異を認めたので,こ こに報告する。

第2章 実 験 材 料

1)使 用 した菌はすべて本院保存中の人型結核菌H37

Rv株,BCG,お よび鳥型菌竹尾株を用いた。培地は

Sauめn培 地にP32を 燐酸塩の形で培地1ccに10～20μc

の割に加えたものを使用した。P32の 放射能がこれらの

菌の発育,生菌単位におよぼす影響を観察するためにSa-

uton培 地 に種々の量のP32を 添加 し,人型結核菌H37Rv

株を培養して,そ の14日 目培養菌の生菌単位を測定した。

第1表 に示す如く,Sauto豊 培地へのP32の 添加は,培 地

160に30μc迄 は生菌単位,発 育速度とも,何 等の差

異 も認めなかつた。しかし培地1ccに40μc。 の添加で

は著明な発育の阻害を認めた。BCG,鳥 型菌竹尾株 で

第1表 種々の量のP32を 添加 したSauton培 地 に

培養した人型結核菌H37Rv株14日 目培養菌の湿

菌量1mgの 生菌単位

※40μc/cc`で は著明な発育阻害を認む

も培地160に30μc.迄 はほぼ同様な結果を認めた。

したがって,実 験にはP32を 培地1ccに10～20勘 添

加のSauton培 地 を使用 した。この培地に前述の菌を培

養して発育が最高に達 した時,こ れを濾取し,洗 液にP32

の放射能がなくなる迄蒸溜水で洗滌し,菌 体に附着した

水分を濾紙に吸着せしめて秤量した後,ガ ラス玉入 リコ

ルベソにて磨砕 し,均 等なる生菌浮游液を調整した。ま

た同時にその菌液を恒温槽の中で,60℃1時 間加熱 し

て死菌浮游液を作成し,実 験に使用した。

2)使 用動物としては生後6～8週 の体重15～20gの

マ ウスの純系NA-8株(大 阪純系試験動物研究所より購

入)の 雄を用いた。

第3章 実 験 方 法

1)前 述の生菌浮游液(菌 量は湿量0.25mg)を マウ

スの尾静脈より注入 し,一 定日数毎にマウスにエーテル

を吸入せしめて屠殺し,全身および肝よりのP32の 放射能

の消失の割合を測定した。全身および肝に含まれるP32

の測 定は次の如く行つた。すなわち体重の10倍 量の蒸溜

水を加えた後,電 気mixerで 全身をhomogenizeし,

ガーゼで濾過し,毛,歯,尾 等を除去した後,ピ ペツ ト

で30ccを 取 り,こ れを赤外線ラソプで乾燥 した。また

肝は開腹 して,摘 出した。この各々を湿式灰化法3)7)に

よって燐モリブデソ酸アソモソの結晶として沈澱 させた

後一定容器に濾取し,そ の放射能をGeiger-Mullerの

Cotmter(神 戸工業株式会社製)で 測定した。

な お この 場合,全 身 のhomogenizeし た液306`か ら

の 燐 モ リブ デ ン酸 ア ソモ ソの沈 澱 の乾 燥 重 量 は 約220mg

であ り,肝 は そ の大 小 に応 じKH2PO4の 溶 液 をcalrier
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として加え,沈 澱量が100mg前 後 となるように補正 し

た。そして各々に概当する沈澱量のために生ずるところ

のP32の 放射能の自己吸収(self-absorption)を あ らか

じめ測定して実験の際の自己吸収の補正の値 とした。

同時にマウス全身のhornogenateを2%の 苛性 ソー

ダ溶液で処理した後,小 川氏培地を使用して定量培養を

行い,全 身に存在する生菌単位を測定した。

2)同 様の方法により上記標識抗酸性菌の60℃1時

間加熱死菌浮游液(菌 量は湿量0.5mg)を マウスの尾

静脈より注入し,一 定日数毎に屠殺 しその全身および肝

よりのP32の 消失の割合を測定した。

また別に,こ の60℃1時 間加熱死菌浮游液(菌 量は

湿量0。5mg)を 腹腔内に注入し,同 様の方法で,全 身よ

りのP32の 消失の割合を測定した。

P32の 消失の割合をあらわすために測定 された放射能

(count Per minuteで 表わす,以 下c.p.m.と 略記)

を沈澱の自已吸収と,P32の 自然減衰値を計算により補

正した後,注 入した菌量の放射能(c。p.m)に 対する

百分比として表わした。すなわち次の如き式 で表 現 し

た。

全身の場合

肝の場合

第4章 実 験 成 績

1)P32標 識生菌を注入 した場合

第2表 に示すような入型結核菌H37Rv株,BCG,

および鳥型菌竹尾株の生菌0.25mg(湿 量)を マウスの

尾静脈より注入し,1週 毎に4匹 づつ屠殺 し注入後4週

迄P22の 消失の割合を測定した。なお肝は注入後24～48

時を経過して注入した菌が臓器に固着 した時の値を,実

験開始時の値とした。その際の放射能の消失の割合 を図

示するために,横 軸に注入した時からの日数を,縦 軸に

注入放射能(c.p.m.)に 対 する百分比の対数をとつて図

示すると第1図 および第2図 の如 くである。

この図より明らかなように生菌をP32で 標識 して注入

第2表 マウスの尾静脉より注入した各種抗酸性菌

0.25mg(湿 菌量)の 生歯単位 と0.p.m.

第1図P32標 識抗酸性菌をマウスの尾静豚 より注

入した場 合の全身よりのP32消 失の割合

注入日からの日数

第2図P32標 識抗酸性菌をマウスの尾静詠 より注

入した場合の肝 よりのP32の 消失の割合

注入日からの日数

した場合,人 型結核菌H37Rv株 は全身および肝とも,

P32の 消失速度が最も緩やかで,BCGが これにつぎ,

鳥型菌竹尾株は最も速やかである。

なおこの際人型結核菌H37Rv株 お よびBCGの 全身

の生菌単位は第3表 の如 くであつた。なお鳥型菌竹尾株
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第3表 マウスの尾静脉か らP32標 識菌(湿 菌量0.25mg)を 注 入した場合の

各週毎における全身の生菌単位

は苛性ソーダ処理によりかな り生菌単位の減少を認めた

ので生菌単位の測定は行わなかつた。第3表 に示 された

人型結核菌H37Rv株 およびBCGの 生菌単位の推移は

加藤8)21)らが,P32で 標識 されないこれらの菌株を用い

て同様の方法で,マ ウスの全身をhomogenizeす る法

を使用し,全 身の生菌単位を追跡 した結果とほ 一ゞ致 す

る。したがつてこの程度のP32の 標識では,上 述の菌株

では菌力の強弱に変動がないように思われる。

2)P32標 識 死菌を注入 した場合

イ)尾 静脈より注入 した場合

第4表 マウスの尾静脉 より

注入した各種抗酸性菌60℃1

時間加熱死菌0.5mg湿 菌量
の培養日数 とc.p.m.

第4表 に示すよう

な条件の人型結核菌

H37Rv株,BCG,

鳥型菌竹尾株の60℃

1時 間加熱死菌の湿

量0.5mgを マ ウス

の尾静脈より注入し

菌体および菌体成分

の体内からの消失の

第3図P32標 識抗酸性菌の60℃1時 間加熱死菌を

マウスの尾静脉より注入した場合の全身か ら

のP32消 失 の割合

注入日からの日数

割合を,P32の 放射能を トレ

ーサーとして,3～5日 毎に

4匹 つつ屠殺 し,注 入後4週

迄測定した。なお肝は生菌の

場合と同様に,注 入後24～48

時間 の値を実験開始時の値と

した。

前述の方法により図示すると第3図 および第4図 の如

くである。すなわち加熱死菌を注入した場合も,人 型結

核菌H37Rv株 は鳥型菌竹尾株に比べ全身および肝 より

のP32の 消失は緩やかであ り,特 に肝で,そ の差は大で

ある。またBCGは 全身よりのP32の 消失の割合は人型

結核菌H37Rv株 に比べて,や 速ゝ かであるが,鳥 型菌

竹尾株に比べて.は るかに緩やかである。

このことは死菌でも生体内で鳥型菌竹尾株は人型結核

菌H37Rv株 やBCGよ りも速やかに処理されることを

示している。またBCGと 人型結核菌H37Rv株 の間に

は大ぎな差は認められないが,8CGの 方が,若 干早く

処理されるようである。

ロ)腹 腔内に注入した場合

上述の人型結核菌H37Rv株 鳥型菌竹尾株の60℃1時

間加熱死菌の湿量0.5mgを,マ ウスの腹腔 内 に注 入

し,1週 毎に2匹 つつ屠殺 して注入後3週 迄全身よりの

P32の 消失の割合を測定した。

第4図P32標 識抗酸性菌の60℃1時 間加熱死菌 を

マウス尾静脉より注入した場合の肝 か らの

P32の 消失の割合

注入日からの日数

―43―



４4

その結果を第5図 に示すと,こ の場合も人 型 結核 菌

H37Rv株 は鳥型菌竹尾株に比べ,体 内よりの消失は,は

るかに緩やかである。しか しながらこの場合は静脈内に

注入 した場合に比べ,そ の消失の割合が,お のおのマウ

スの個体により,か なりの差があることが認められるの

で,注 入された2つ の菌株の消失の割合を比較するのに

は,静 脈内に注入 した場合に比べ実験の正確 さからいつ

て,誤 差が大きいように思われる。

第5図P23標 識抗酸性菌の60℃1時 間加熱死菌

をマウスの腹腔内に注入した場合の全身より

のP32の 消失の割合

注入日からの日数

第5章 考 察

結核菌を実験的に動物体内に感染せしめて,,そ の臓器

内の増殖力を観察 した実験は,Lurie,9)Wessels1o)に よ

つて行われたが,最 近Pierceお よびDubosら によつて

マウスを用いて,種 々の毒力水準を有する抗酸性菌を体

内に導入 して,そ の生菌単位を測定 し11),こ の方法を用

いて,弱 毒菌の接種や,結 核菌の菌体成分の注入によつ

て生ずる所の免疫力の測定を行つている12)13)14)。わが

国においても同様な方法で,小 川15),阿 部16)17),橋 本

18)19)20,加 藤8)21)らによつて,結 核菌の菌力,結 核にお

ける免疫および化学療法剤の効果の判定に関する研究が

行おれている。そしてこの場合,い ずれも強毒菌株を感

染せしめた場合は,マ ウスの体内の生菌単位は,一 定の

日数後には高い値を示 し,弱 毒株は低い値を示す ことが

観察されている。

われわれはP32標 識菌の調製に成功し,こ れらの菌が

この実験に使用した程度の標識ではその菌力および生菌

単位において,P32で 標識されない菌とほとんど差異を

認めないことを観察した。そしてこれらの生菌をマウス

の尾静脈より注入し,体 内および肝からのP32の 消失の

割合を測定して,マ ウスに対 して毒力株である人型結核

菌H37Rv株,弱 毒株であるBCGお よび無毒株である

と考えられている鳥型菌竹尾株の間に,前 述のような差

を認めた,こ のことは,注入された生菌の,生 体内での処

理によるるP32の 体外への排泄,体 内での菌体自身のP32

のturn-over,ま た このturn-overさ れたP32が 生体内

に補捉 されるということ,ま た菌の増殖分裂による菌体

内P32の 分割等種 の々 複雑な要素が考えられる。しかし

上述のような差異を認めたということは,弱 毒株程速か

に生体内で処理 されて体外に排泄 されるが故に,弱 毒株

中のP32も 速 かに体外に排泄せられるが,強 毒株ではこ

の逆であるということ のた め に,ま た は 強毒株 より

turn-overさ れたP32を 含む劉分の中に,体 内で処理排

泄され難いものが存するということの為に生じたのでは

ないかと考えられる。 しかしながら,こ の点について

は,今 後なお充分検討を要するものと考えられる

次に上記P32標 識菌の60℃1時 間加熱死菌をマウス

に注入 した場合,毒 力株である人型結核菌H37Rv株 と,

弱毒株である鳥型菌竹尾株の間には,P32の 体内よりの

消失速度に同様な差異を認め,鳥 型菌竹尾株,BCG,

人型結核菌H37Rv株 の層に,体 内よりの消失が速やか

であつた。このことは毒力株が,菌 体自身が体内で処理

され難いのか,あ るいは菌体は処理されても,そ の菌体

成分の中に,体 内から処理排泄され難いものがあるので

はないかと考えられる。

先にMarain22)ら により,生 体外にとり出された白血

球が,毒 力株のためにその遊走を阻害され,無 毒株では

全 く阻害されないことが報告 されてお り,Allgower23)

らに よつて,死 菌においてもこの現象が認め られ て い

る。またBlochら により,有 毒結核菌より"Cord

 factor"の 抽 出が行われ,こ のものが白血球の遊走を阻

割するということ24),お よびこのものの少量の注射によ

つてマウスは死亡するとい うこと25)26)27)が見 出 されて

いる。また同様なマウスの致死物質がSpitznagel28)ら

により,有 毒結核菌より抽出されている。このような事

実から,死 菌でも当然生体内において,毒 力株は無毒株

に比べ,体 内で処理排泄 され難いことが考えられる。本

実献はP32を トレーサーとして,体 内よりの消失を定量

的に測定することにより,生 体内で,結 核菌の毒力株と

無毒株 との間には,生 体内の処理排泄速度に差のあるこ
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とを認めたのである。また人型結核菌H37Rv株 とBCG

の間 には少量の差しか認められなかつたとい うことは,

BCGか らもマウスを致死せしめる有毒物質が抽出せら

れていること24)2ぎ)や,人型結核菌H37Rv株 とBCGの

間 の毒力の差は,定 量的なものであつて,定 性的なもの

でないという説等を考え 合 せ る と,興 味ある成績であ

る。

上のような事実から,結 核菌の毒力株は無 毒 株 に比

べ,生 体内で処理されに くい菌体成分を有するように思

われるので,各 菌体成分を抽出して,そ のものの体内排

泄の割合について追跡中である。

またこの実験では,P32で 菌を標識して追跡を行つて

いるが,P32の 消失だけから,注 入菌体の処理排泄速度

を推定することは,か な り危険なように思われるのでさ

らにC12又 はS35標 識菌で追跡して,確 認する必要が

あるのではないかと考える。

第6章 結 論

1)わ れわれは,P32を 加えたSautoれ 培地に抗性酸

菌を培養することにより,P32標 識菌を調製することに

成功した。そして,こ れらの菌はP32をSauton培 地に,

培地1ccに 付,20μc迄 添加する程度では,添 加しない

培地に培養した菌に比べ,生 菌単位,発 育速度,お よび

マウスの体内における菌の増殖力にほとんど差異を認め

なかつた。

2)前 述のP32標 識抗酸性菌の生菌0.25m9(湿 量)

をマウスの尾静脈より注入し,そ の全身および肝よりの

P32消 失の割合を測定すると,人 型結核菌H37Rv株 は

最も緩やかに消失し,BCGが これに次ぎ,鳥 型菌竹尾

株が最も速やかに消失することを認めた。

3)次 に前述の,P32標 識抗酸性菌の60℃1時 間加熱

死菌0.5m9(湿 量)を,同 様にマウスの尾静脈及び腹

腔内に注入 して,P32を トレーサーとして,そ の菌体ま

たは菌体成分の,体 内および肝よりのP3露 の消失の割合

を測定すると,鳥 型菌竹尾株は最も速やかに消失し,B

CGが これにつぎ,人 型結核菌H37Rv株 は最も緩やか

であつた。そして人型結核菌H37Rv株 とBCGと では

著明な差を認めなかつた。

稿を終 るにのぞみ,終 始御指導と御校閲を賜つた大阪

市立大学刀根山結核研究所山村雄一助教授に深謝する。

また本実験に使用 したP32は 厚生省医務局国立療養所課

関誠一郎博士,お よび社団法人 日本放射性向位元素協会

の御厚意によつて入手 した。記 して謝意 を表する。 また

院長渡辺三郎博士の御校閲を賜つたことに対 し深 く感謝

す る｡

本 論丈の要 旨は第10回 日本結核病学会近畿地方会およ

び第30回 日本結核病学会総会において発表 した｡
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