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緒 言

前篇 におい ては菌液 を材料 とした場 合の定量培養 法に

つい て検討 した 。その結 果 は,Tween-albuminmedium

(以下T.A.M.と 略)あ るいは 生理食塩水(以 下食塩

水 と略)で 磨砕 したいずれの菌液 におい て も,短 時間内

には懸念 す るほ どの凝 集は起 こさなかつた が,こ れ らの

菌液 をTween-albumin寒 天培養基(以 下T.A.寒 天

と略)お よび卵培養基の表面 に塗布培養 した場合 には,

菌液 が蒸 発,濃 縮 し培養基表面 に乾燥固着す るさいに,

か な りの凝集 ない しは集 合の起 こるこ とをみた。 この こ

とが斜面 お よび平板 上の 培養がT.A.寒 天深部 の 培養

に比較 して劣 る主 因ではないか と考 察 した。

本篇 においては,続 いて感 染動物の臓器組織 を材料 と

した場 合について検討 した。感染動物において は,感 染

の経過 につ れて臓器組織 内の菌 の分散集 合の状態 が変化

す ること1)5)は よ く知 られてい る。同様に摘出 した人

の病巣材料 あ るいは喀痰 その他の病原材料 においては,

病期 に応 じてその中の菌 の分散集 合の状態 が変化 す るこ

ともまた周知 のご とくで あ る。 それゆえ,こ れ らの材 料

を乳鉢 中で あ るい は ホモ ジナ ィザー にて磨砕 す る場 合

に,臓 器組織 中の菌が常 によ く分散せ られ るか否か をま

ず吟味 され なけれ ばな らない。つ いで上記各種材料か ら

作っ た乳剤 を培養基表面 に培養す る場合,乳 剤が 時間の

経過 とともに蒸発,濃 縮 し,培 養基面 に乾燥固着す る過

程中 に凝集 ない しは集合が起 こ らないか どうか を吟味 さ

れな けれ ばな らない。 と くにこの場合 には,乳 剤 中には

組織に由来す る沈澱物 その他が豊富 に含 まれ,そ れ らの

もの に菌が吸着集合す る懸念 もあ る。す なわ ち この よ う

な考 え方か らすれ ば,上 記各種の材料の定量培養に,現

状好んで使用 されてい る方法に多少の不安が感 じられ る

ので,い ささか検討 を加 えた。

方 法お よび材料

(1)感 染動 物臓器:Sauton培 養基2週 間培養のH37Rv

株 を乾燥,秤 量後10%グ リセ リンを除いたT.A.M.

を用いて乳鉢 中で よく磨砕 して10mg/ccのT.A.M.

磨砕菌液 を作成 し,重 量600～7000の4匹 の 健康海

〓の心臓 内に菌液1cc(10mg)宛 を接種 した。菌液接

種3日,17日,4週,6週 後 にそれぞれ1匹 宛 を屠殺

し,肺,肝,脾 を摘 出して供試 した。

(2)臓 器組織乳剤:摘 出した肺,肝,脾 の重 量0.1gに

対 して1ccの 割合にT.A.M.を 加 えて ホモジナ ィザ

ーを用い,あ るい は海砂 を加 えて乳鉢 中で磨砕 して乳剤

とし,こ れ を原液 とした 。なお それ ぞれの場合,T.A.

M.を もつて適 当に稀釈 して 供試 した。 ちなみに使用 し

たT.A.M.は 前篇 において 記載 した と 同様 のDubos

改 良T.A.M.2)で あ る。

(3)培 養基 お よび培 養方法:第1篇 と同様 に,T.A.

寒天平板表 面,同 深部 および卵培養基(上 坂 ・友 田)3)

平板,さ らには近時わが国において好んで用い られ るよ

うに卵培養基3)斜 面 に培 養 した。

〔実験その1〕 圧 印標本 に よる臓器 組織 中の菌

の撒布状態 の観 察

〔方法〕 肺,肝,脾 の一部 を切断 し,こ れ ら臓器の割

面 をス ライ ドグ ラスに軽 く押付 けて圧印標木(Impres-s

ion smear)を 作成(各 臓器 につ き おのおの5枚 宛)

し,乾 燥,メ タノール固定後 チーノレ・ネール セ ン染色 を

施 し,感 染後の 日数 につれて,臓 器 内での菌の撒布状態

が どの よ うに変化す るか を うかがっ た。

〔成績 〕 圧印標本中の菌の撒布状態 は表1に 示 す ご

とく,接 種3日 後には肺 におい てはかな り多数の菌 を認

め。こが,肝,脾 では肺に比 し菌数は少なかつた。 しか し

て認 め えた菌 の状態 は単個菌が もつ と も多 く,2～5コ

の菌体か ら成 る菌 塊は,肺 では単 個菌 の約% ,肝,脾 で

は約1/7にす ぎず,6コ 以上の菌体 か ら成 る菌塊 は,肺 お

よび 脾に おいて 少数を 認 めたにす ぎなか った。 ちなみ

に,こ の時期 においては,菌 はまだ単個菌 のままの状態

で,そ の約40%は す でに細胞 に 貪喰 され ていた。17

日後 においては,3日 後 のそれ に比 し菌数 は減少 して非

常 に少 な く,し か も単個菌 よ りもす でに発育 して菌塊 の

像 を呈す るものが 多かつ た。 また これ らの菌 は貪喰細胞

内にあ るもの と,し か らざ るもの とが相半 ばし,細 胞 内

の菌 もまた菌塊 を呈 し,増 殖 した と推測 され るものが多
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表1 各種臓器割面の圧印標本における菌の撒布状態

注:1)表 中の数値は標本1枚 につき100視 野を観察 し,5枚 の合計数を示す

2)Aは 単 個菌

Bは2～5コ までの菌体 か ら成 る菌塊

Cは6～10コ までの 〃

Dは11コ 以 上の 〃

を示す

か つた。次に各臓器 と も4週 後 には,17日 後 よ りも総

体 として菌 数が増加 し,し か もやや大 きい菌塊が さらに

増 加 した。菌 は細胞内に ある もの と細胞外 に存在す るも

の とが相半 ばし,細 胞 内の ものはその大 多数が菌塊 を呈

した。6週 後 にはほ とん ど菌 を認 めず,肺 標 本中にわず

か に2コ の単個菌 をみたにす ぎなかつ た。

〔実験その2〕 位 相差お よび染 色検査に よる臓 器組

織 乳剤 中の菌分散状態の 観察

〔方法 〕 上記方法 お よび材料の項 において述べ たご と

く,H37Rv株10mgを 心臓 内に感染 させた 海〓を3

日,17日,4週,6週 後 に屠殺 し て 肺,肝,脾 を 摘

出 し,切 半 して その半分は0.1gに 対 してT.A.M.1

ccの割合に加 え,ホ モジナ イザーで20,000回 転2分

間ホモ ジナ イズし,.ま た他の半分 は乳鉢 に と り,T.A.

M.を 上記 同様の割合 に加 え,さ らに海砂 の適 当量 を加

えて約10分 間丁寧に磨砕 して乳剤 とした。 これ ら2種

の臓器組織乳剤 の10倍 稀釈液 のそれぞれ0.1ccを ス

ライ ドグラス上に滴下 し,カ バーで被 い位 相差顕微 鏡に

よ り,ま た これ ら両乳剤原液 の0.1ccを それぞれ スラ

イ ドグラス上に滴下 し,血 液標本 を作 る要領 で薄 く塗抹

し,チ ール ・ネール セ ン染色 によ り,実 験 その1の 臓器

圧印標本 において みた菌が どの程度 まで よ く分散 してい

るか を検討 した。

〔成績 〕 各臓器 をホモ ジナ イザ ーあ るいは乳鉢 を用い

て乳剤 とした場合の菌 分散状態 の成績 は次の ご とくで あ

表2 肺組織乳剤中の菌の分散状態(位 相差)

注:1)表 中の数値 は10倍 稀釈液0.1cc中 の菌数 を示す。標本1枚 につ き100視 野を観察 し,5枚 を合計

2)Aは 単個菌

Bは2～5コ までの菌体から成る菌塊

%は 単個菌の割合

を示す

る。すなわ ち位相差顕微鏡 による肺組織乳剤の成績 は表

2の ご とくで,ホ モジナ イザーおよび乳鉢の両乳剤 にお

け る菌の分散状態 は,感 染後の 日数の 如何 を問 わず ほ と

ん ど同じ程度に分散 し,ほ ぼ90%以 上の 菌が単個 の

状態 を呈 していた 。また これ ら乳剤(原 液)の 塗抹標本

にお ける菌 の分散状態 は表3,4に 示す ご とくで,位 相

差の場合 とほ とん ど同 じ傾向 を示 し,感 染3日 後か ら6

週 にいた るまで ほぼ90%以 上の菌 が 単個菌 の 状態 で

分散し ていた。またほ とん どの細胞 は磨砕す ることによ

って破壊 し,一 部 ご く少数 の細胞が残存 した にす ぎなか

っ た。実 験 その1の 臓器割面の圧印標本で は,感 染後 目

数が経過 す るに従い臓器組織内では単個菌 は減少 し,菌

塊が増加 していつた に もかか わ らず,上 記の ごと くホモ

ジナ イザ ーお よび乳鉢 で磨 砕 した場合にはいずれの時期

の臓器組織か ら作 つた乳剤 において もほぼ90%以 上の

菌 が単個 の状態 を呈 した。以上の ことか ら,ホ モジナ イ

ザ ーあ るいは乳 鉢 を用いて臟 器 を磨砕す る場合 には,臓

器組織 は もちろん,細 胞 を も破 壊 しつ くし,そ の結果 は

菌 塊 を もまたほぼ単個菌に分 散 させ ることが糊 した。

ちなみに作成方法 を異にす る上記2種 の乳剤の間 には,

この点か らみてほ とん ど優劣の ない ことを知 つた。

〔実験その3〕 臓器組織乳剤 を培養基 表面お よび深

部に培養し た場 合の集落数の比較
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表3各 種臓器組織乳剤 中の菌の分散状態

(ホモジナ イザー)

注:1)表 中 の数値は原液0.1cc中 の菌数 を示す。標本1枚 に

つ き100視 野 を観察 し,5枚 を合 計

2)Aは 単個菌

Bは2～5ツ までの菌体から成る菌塊 を示す

表4各 種臓器組織乳剤中の菌の分散状態(乳 鉢)

注:表5に 同じ

〔方法〕 ホモ ジナ イザ ーあるいは乳鉢 を用いて作成 し

た臓器組織 乳剤 を原液 とし,さ らにT.A.M.を 用 いて

100倍,1万 倍に 稀 釈 し,そ れぞれの0.1cc宛 を3

枚のT.A.寒 天平板,同 深 部,卵 培養基平板 および3

本の卵培養基斜面 に培養 した。 平板 は乾燥 を防止す るた

め ビニール袋に包 み,斜 面 は型 のご とく密栓 して孵卵器

に納 め,培 養1ヵ 月後 におけ る発育集落数 を比較 した 。

〔成績〕1万 借稀釈乳剤 におけ る成績 は表5,6に 示

す ご とくで,T.A.寒 天深部 に培養 した場 合が,他 の3

者す なわ ちT.A.寒 天平板,卵 培養基 平板 お よび 同斜

面培養 に比 し,よ り多数の集落 を発育 させ,し か も集落

は互 いに融合す ることな く散在 した。 しか るにT.A.寒

天,卵 培養基平板 お よび同斜面 に培 養 した ものでは,そ

の発育集落数 は上記の順序に多かったが,し か しこれ ら

3者 の間には明確 に優 劣をつけ うるほ どの顕著な相違は

なか った。 ちなみにホモ ジナ イザ ー法 と乳鉢法 との間に

もまた大差が なか つた。

それでは0定 の乳剤 を使 用 したに もかかわ らず,深 部

培養 と表面培養 との発育集落 数にか くの ごと き差異 を招

来 したのはいか な る理 由に よるので あろ うか,こ の こ と

に関 してはすでに第1篇 において も検討 した ご とく,乳

剤において もまた培養基の表面 に置かれての ち蒸発,濃

縮 し,乾 燥,固 着 す る経過中に 自然凝集 を起 こしない し

は機械的に菌 が集 合 したためではないか とい うことが疑

われ る。そ こで この点を確 かめ るために下記の ごとき吟

昧を試 みた。

表5 臓器組織乳剤(ホ モ ジナ イザ ー)の 発育

集落 数(1万 倍稀 釈液)

注:表中数錦まそれぞれ3コの培養基における集落数の合計を示す

表6 臓器組織乳剤(乳 鉢)の 発育集落 数

(1万 倍稀釈液)

注:表5に 同じ

〔実験その4〕 臓器 組綴乳 剤が培 養基面に乾燥固着

した直 後の 菌分散 状態の吟味

〔方法〕 上記2種 の臓器組織乳剤の原液0.1CCを そ

れ ぞれT.A.寒 天 および 卵培 養基 の平板 上に 滴下 し,

孵卵器 内に放置 して乳剤 を乾燥 させた直 後(約60分)

第1篇 と同様 にして シ リコン 被覆 スライ ド4)を 平板上

に軽 く押付 け,菌 を スライ ド上に 転写す る方法 を試 み

た。

〔成績 〕 各 ス ライ ドは全面 を観察(倍 率800倍)し,
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図1 肺組織乳 剤(ホ モジナイザ ー)をT.A.寒 天平板上に

滴下,乾 燥直後の菌分散状態

図2 肺 組織 乳剤(ホ モ ジナ イザ ー)を 卵 培養基 平板 上に滴 下,

乾燥直後 の菌分散状態

注:図1に 同じ

図3 肺組織乳剤(乳 鉢)をT.A.寒 天平板 しに滴下,乾 燥

直後の菌分散状態

注:図1に 同じ

図4 肺組織 乳剤(乳 鉢)を 卵培養基平板 上に滴 下,乾 燥直後

の菌分散状態

注:図1に 同 じ

4視 野 を1括 して1枡 目として図示 した。

肺組織乳剤 における単個菌の分散付着状態

は,図1～4に 示す ごと くであ る。すなわ

ちホモ ジナ イザーによ る乳剤 を使 用 した図

1(T.A.寒 天平板)お よび図2(卵 培養

基平板)を 比較すれ ば,培 養基 の種類 によ

る差異 は少な く,平 板上 に乾燥付着 した菌

はかな り顕著な粗密の差 を示 してい るこ と

を うかが うことがで きた。 さ らに図3(T.

A.寒 天平板)お よび図4(卵 培 養基 平板)

す なわ ち,乳 鉢 中で作 つた乳 剤の場合 もま

た培養基 の種類 によ る差 は,上 記 ホモ ジナ

イザーによ る乳剤 と同様少 なか ったが,菌

が粗密 の差 を示 しなが ら培養基面 に固着す

る傾向 は,ホ モジナ イザー乳 剤に比 し若干

強 いよ うに思われ た。ちなみに,上 記 の成

績 は もつ ば ら単個菌の分散集合の状態 を観

察 した もので あ るが,そ の ほか に も小型の

菌塊がかな りの数観察 された。 この よ うな

菌塊の出現す る頻度は,上 記実験 その2に

お ける乳剤の場合に比 し,幾 分大 きい よ う

で あつた。すなわ ち,平 板上に滴下す る前

に は比較的 よ く分散 していた乳剤中の菌が

一たん平板Lに 置かれ,乳 剤が蒸発,濃 縮

し,乾 燥固着 す るときに 自然凝集 ない しは

集 合が起 こるのではないか とい う懸念 が上

記の ごと く事実 となって現われた。すなわ

ち,均 質な 乳剤 を培 養 したに もかかわ ら

ず,菌 は 平板 上であ る部分 では 粗 に 分散

し,あ る部分 では密 に集 合す ることを知 り

えた。 さ らに組織乳剤 の場 合は,組 織 に由

来 す る沈澱 物等が含 まれ,そ れに菌が吸着

集 合す ることが考 え られ ること,お よび組

織乳剤 は平板 上に置 かれた場合には菌液 に

比 し,拡 が りに くい こと等 もまだ菌の凝集

ないしは集 合を若干 助長す るのではないか

とい うことは,上 記 の成績 を判断す るにあ

たって当然顧慮 され なけれ ばな らないで あ

ろ う。肺 以外 の臓器組織乳剤 において も,

ほぼ類似 の結果で あった(図 示省略)。

総括お よび 考案

上記実験結果か ら,臓 器割面の圧印標本

の所見 と,乳 剤 を直接検鏡 した所見 とを対

照すれ ば,臓 器 内で多少 とも菌塊 を形成 し

てい。こもの も,乳 剤 中ではよ く単個 に分散

す るこ とを知つ た。 この こ とか ら上記懸念

の1つ,す なわ ち組織串の菌塊が ホモジナ
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イザーあ るいは乳鉢で磨砕す ることによつて,よ く単個

に分散す るか どうかの懸念 は一応無 用であ ることを知 り

えた。 ちなみに,作 成方法を異にす る上記2種 の乳剤間

には,こ の点か らみてほ とん ど優劣はな く,十 分定量培

養に用い うるこ とを知つた。 しか るにこの よ うな均質 な

乳剤の一定量宛 を,そ れ ぞれT.A.寒 天平板,同 深部,

卵培養基平板 および同斜面 に培養 した場合 の発育集落数

において は,臓 器組織乳剤 の作 り方 および濃度 の如何 に

かか わ らず,深 部 に培養 した ものが他 の3者 すなわ ち培

養基表面 の培養 に比 し,常 に よ り多数の集落 を発育 せ し

めた。

それでは この ような差 異は何に よつて招来 されたので

あ ろうか,深 部培養 では乳剤混合直後に培養基の凝固が

起 こ り,菌 の移動を許 さないのに反 し,培 養基表面 に培

養す る方法では,培 養基面 に置かれた乳剤が蒸発,濃 縮

し,乾 燥凝固す るまでに一定の時間 を要す る。 この間に

上記の ごと き差異 を招来 した機転が潜在す ることは明 ら

かで ある。 そこで上記実験 その4の ご とく,シ リコン被

覆 ス ライ ドを培養基面 に押付 けて,菌 を スライド上に転

写 して観察す る方法 を考案 して試 みた。その結果 は培養

基面 に置かれ た乳剤 中の菌 は,乳 剤が蒸 発,濃 縮 し,乾

燥固着す るさいに,当 初 よく分 散 した その ままの状態 で

培養基面 に固着 しない とい うことが明 らか となつた 。乳

剤が乾燥 固着 した ときには,菌 は培養基面の あ る部分で

は粗に散在 し,ま た ある部分ではやや密 に集合す るこ と

を知 りえた。 と きに は狭い範 囲に多数 の菌が密接 して集

合す るのをみ ることがで きた。す なわ ち,培 養基面 に置

かれた乳 剤は,た とえそれが均質 な乳剤 であつて も,乳剤

が培養基面 に乾燥固着す るまでに均質 ではな くな ること

に注意せね ばな らない。上 記の ごとく,平 板 あ るいは斜

面 に培養す る方法が常 に深部 に培養す る方法 に比 して,

よ り少 ない集落数 を与 え るのは この ような機転,す なわ

ち培養基 に接種 された乳剤が乾燥 固着 す るまでに一定の

時間を必 要 とす るとい うところに由因す ることを知 るこ

とが で きた。

上記の ごとき実験成績な らびに考察 にたって みれ ば,

現行の定量培養法,す なわ ち卵培養基斜面 あ るい は同平

板に菌液 あ るい は感染動物臓器乳剤 を塗布培養す る方法

は,一 応再考の余地が あ るので はないか と思われ る。す

なわちこのよ うな方法が はたして菌液 あ るいは臓器組織

乳剤 中の生菌数 を正 し く示す か どうかにはかな りの不安

が あ る。当然T.A.寒 天深部培養法が 用 い られ るべ き

で あ ると考 え る。。こだ しこの方法 は手技 が多少複雑 とな

り,ま た他方濃厚 な組織乳剤 の培養 に適 しない欠点が あ

るが これ らの点を滴 当に改変 すれば十分用い うる もの と

考 える。

もちろん上記の実験においては,あ る一定濃 度の菌液

あるい は臓器乳剤 を供試 した にす ぎないが,こ の よ うな

吟味において は供試す る菌液の濃度が因 よ り結果 に関係

す る ところが大 であ ることが考 え られ るので,さ らに各

種濃度 の菌液 を材料 とした場 合に それぞれの濃度 におい

て はた して深部培養 法 と表面培養法 との差 異が どのよ う

に表現せ られ るか を後篇 において検討 したい。

結 論

結核菌感染海〓 の種 々の時期の臓器 を材料 として臓器

内結核菌 の 定量培養法を 検 討 し,次 の ごと き結論 を得

た。

1) 臓器割面の圧印標本か らみれ ば,感 染経過 ととも

に臓器 内結核菌の撒布状態 は変化 した。す なわち初期 に

はよ く分散 したが,感 染 の経過 につ れて次第 に菌塊 を形

成 した 。

2) ホモ ジナ イザー あ るいは乳鉢 を用い,感 染後 いず

れの時期 の臓器 か ら乳剤 を作 成 して も,菌 は乳剤 中でよ

く単個 に分散 した。

3) 均質 な乳剤 を培養 した場合に も,平 板お よび斜面

培養はT.A.寒 天深部培養に比 し,よ り少 ない 集落 を

与 えた。

4) 培養基面 に乾燥固着 した菌 を,ス ラ イドに転写す

る方法で吟味 した結果 は,平 板 では乳剤 中の菌 は その乾

燥 に さいし,培 養基面 にあ る部分で は粗 に散在 し,あ る

部分で は密 に集合 した。

5) 卵培養基 斜面 あ るいは同平板 を用い るところの現

行 の臓器 内結核菌 の定量培養法 ははた して正 しい生菌 数

を示 してい るか ど うか不安 が ある。

稿 を終わ るにの ぞみ終始御指導な らびに御校閲 を賜 わ

った恩師植 田教授 に深甚の謝意 を表 します。なお あわせ

て終始 御助言 を賜わつた 上坂助教授,大 岩 博士の御好意

を感謝いた します。
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