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短 報

マクロ ファージ内抗酸菌数 の計測法 について
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I compared counting efficacies of CFU—enumerating method for the number of myco

bacteria (Mycobacterium intracellulare and M. fortuitum) locating in cultured macrophages 

with that of microscopic counting method. Zymosan A—induced macrophages from ddY 

mice were infected with either M. intracellulare or M. fortuitum by incubation in 10% FBS— 

RPMI 1640 medium containing the organisms for 1 hr, thereafter thoroughly washed to 

remove extracellular bacilli, and cultured for 3 to 5 days. At intervals, macrophages were 

thoroughly rinsed and subjected to either CFU—enumeration or microscopic counting, as 
follows. In the former method, macrohages were lysed with 0.2% Tween 80—distilled water 

by sonication using Handy Sonic and CFUs were counted on 7H11 agar plates. In the latter 

method, the number of acid—fast bacilli was counted by microscopy for macrophages after 

Ziehl-Toda's staining. The number of bacteria by the CFU—enumerating method was much 

greater than that by the microscopic counting method.
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抗 酸 菌 は他 の細 菌 と異 な って,そ の細 胞 壁 が 脂 質 に富

み,疎 水 性 が 強 い た め凝 集 しやす く,液 体 培 地 中で の培

養 で は 菌 の 集 塊 を 生 じや す い こ とが 知 られ て い る1)。 こ

の よ うな抗 酸 菌 の集 塊 形 成 を伴 う発 育 は マ ク ロ フ ァー ジ

内 で も認 め られ,Gangadharamお よ びPratt2)に よ

れ ばMycobacterium intracellulareを 貧 食 した細 胞

をsaponinで 溶 解 させ た場合 の細 胞 内CFU数 はZiehl

-Neelsen染 色 を施 した マ ク ロ フ ァー ジ内 の菌 数 を鏡 検

で 計 測 した場 合 に比 べ て 少 な い とい う。 この場 合,

saponin処 理 で得 られた細 胞溶 解液 にさらに超音波 処

理 を旋 して も鏡検法 によって計測 した値に は及 ばない と

報告 されて いる。われわれ は以前よ りマ クロファー ジ内

菌数 の測 定 で は,マ クロ ファー ジをdetergentと して

Tween 80加 蒸 留水中で超 音波処 理を行 い細胞溶解液 を

得 る方法を採用 してい るが,今 回は本法 によ り計 測され

る細胞内CFU数 と鏡検法 によ り計測 した菌数 との比 較
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を試み たので以下報告す る。

マ ク ロ フ ァー ジ は既 報3)の 方 法 に従 って 調 製 した 。 す

な わ ち,Zymosan A (Sigma)の1mgを8週 齢 の

ddY系 雌 マ ウ ス(日 本SLC,静 岡)に 腹 腔 内 投 与 し,

そ の4日 後 にHanks' balanced salt solution (HB

 SS)で 腹 腔 浸 出 細 胞 を 採 取 した 。 得 ら れ た細 胞 をHB

SSで 洗 浄 後,抗 菌 剤 非 含 有10%FBS加RPMI 1640

培 地(FBS-RPMI)中 に5×105 cells/mlに な る よ う

に浮 遊 させ,そ の2mlを34mm径 の組 織 培 養用well

 (Corning)に 注 ぎ,5% CO2下 で37℃,2時 間 培 養

後,wellをHBSSで 洗 浄 して 非付 着細 胞 を 除去 し,

得 られ た 付 着 細 胞 を マ ク ロ フ ァー ジ(1.5～2×105 cells

/well)と して 用 い た 。 この マ ク ロ フ ァ ー ジ単 層 培 養 上

にM. intracellulare N-260株 あ る い はM. fortui-

tum 18367株 のFBS-RPMI中 菌 浮 遊 液 の2mlを 加

え,5%CO2下 で37℃,1時 間培 養後,HBSSで 洗

浄 し,非 貧 食 菌 を 除 去 し た 。 そ の 後,wellに2mlの

FBS-RPMIを 加 え,M. intracellulareで は1日1

回 の 培 地 交 換 を 行 い な が ら,5日 間 に わ た って,ま た

M. fortuitumで は1日3回 の培 地 交 換 を行 い な が ら,

3日 間 に わ た り5%CO2下,37℃ で の培 養 を行 った。

培 養 期 間 中 の 所 定 時 間 にマ ク ロ フ ァ ー ジ単 層培 養 をHB

SSで5回 洗 浄 後,0.2% Tween 80加 蒸 留 水 を 加 え,

37℃,20分 処 理 した後,15秒 間 の 超 音 波 処 理(Handy

 Sonic; Tomy Seiko,東 京)を 行 い細 胞 溶 解 液 を得 た。

次 い で こ の細 胞 溶 解 液 を蒸 留 水 で10倍 階 段 希 釈 し,そ

の0.1mlを7H11寒 天 培 地 に ま き,37℃ で の培 養 を

行 い,CFUを 計 測 した。 別 途,well上 の マ ク ロ フ ァ

ー ジ単 層 培 養 を メ タノ ー ル 固定,次 い でZiehl-戸 田染

色 を 施 し,細 胞 内菌 数 を光 学 顕 微 鏡(1,000倍)下 で計

測 した 。

Table 1　にM. intracellulare貧 食 マ クロファー ジ

の培養中の細胞内菌数の推移を示 した。マ クロファー ジ

へ の供試菌の感染を低濃度の菌液(1×105CFU/ml)

中で行 った場 合(実 験1)で は鏡検 法の方がCFU法

よ りも細胞内菌数がやや多 く計測 され る傾向がみ られ る

ものの,両 者 に有意差 は認 め られ なか った。他方,マ ク

ロフ ァー ジへ の供試 菌 の感染 を高濃度 の菌液(2×107

CFU/mZ)中 で行 った場合(実 験2)で は,0 timeで

はCFU法 と鏡検法両法 によ り求 め られた細胞内菌数 は

互 いに大 きく変 わ るところはなか ったが,培 養3並 びに

5日 後で はCFU法 での計 測菌 数 の方 が鏡検法 でのそ

れ よりも有意に多 くな ることが分 か った。

Table 2　にはM. fortuitum貧 食(5×106CFU/

ml)マ ク ロフ ァー ジの培養 中の細胞内菌数 の推移 を示

したが,CFU法,鏡 検 法いずれの方法に より計測 され

た細胞内菌数の問 には有意差 はみ られず,両 法での計測

菌数 は互 いによ く一致 して いることが分か った。

今回のわれわれの実験成績で は,先 にGangadharam

およびPratt2)がM. intracellulareに つ いて指摘 し

て いる よ うに,CFU法 で計測 したマクロフ ァージ内菌

数 は鏡検法 でのそれに比 べて著 しく少 ないといったよう

な傾向 はみ られず,む しろ これ とは逆 の傾 向す ら認 め ら

れ た。 これ は,(1)細 胞 内の菌数 を鏡検法 で計測 する場

合,20個 以上 の菌 の集 塊 が存 在 す る場合 ではその菌数

を正 確 に数 え る ことは不可能であ ること,(2)わ れわれ

の方法で はTween80加 蒸留水中での超 音波処理法 に

よって細胞溶解液 を調製 して いるため細胞内で菌の集塊

を形成 して いた抗酸菌がdetergentの 作用でその多 く

の ものが遊離 し,結 果 と して孤菌状態 になったことによ

Table 1 Counting Efficacies of CFU—enumerating Method 

and Microscopic Counting Method for Intracellularly 

Locating M. intracellulare

*:Acid—fast bacilli
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Table 2 Counting Efficacies of CFU-enumerating 

Method and Microscopic Counting Method for 

Intracellularly Locating M. fortuitum

*:Acid-fast bacilli

る ものか と思 われ る。 したが って,CFU法 での細胞 内

菌数計測 を行 う際にはTween 80加 蒸留水 中での超音

波処理 が極 めて有効 な方法 である もの と思 われる。
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