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緒 言

ArmauerHansenl)がライ病巣に微生物を初

めて見出し,報告 したのは1874年であった｡こ

れは RobertKochによる結核菌発見より8年

も前の事である｡ そして 6年を経て再び Han-

senは染色によってこの菌を再確認 した｡それ

より1年前 Neisser2)は Hansenのもとを訪れ,

多数のライ病巣を観察 して,初めてライは微生

物によって起 り,伝染性疾患であるととなえた｡

そして Neisserは,この菌を生体外で増殖させ

ようと試み,又動物に接種 して発症させようと

したが,いづれも失敗 した｡それ以来90数年を

経た今日に於ても,尚上記 2問題は完全には解

決されていない｡

一方,Stefansky3) は1903年,鼠に皮膚病変

を起こす抗酸性菌を見出した｡この菌はライ菌

に似ており,培養する事が出来ない｡彼はこの

菌を鼠ライ菌 BacillusderRattenlepraと名

づけた｡このライ菌,鼠ライ菌の培養をめ ぐっ

て,長年にわたり多 くの研究者達が,培地組成

の改良,培養方法の工夫を続けて来たが,未だ

無細胞下で確実に増殖させ,継代 し得る方法は

見出されていない 4･5)0

それ故, 長年この問題を 研究 し続けて 来た

Hanks6)はこれ等の菌を Mycobacteriumintra-

cellularisと呼び,細胞内でしか増殖 し得ない

蘭であると述べ,又我が国の戸田7)も.ついに

は生細胞な くしてライ菌,鼠ライ菌の増殖なし

と嘆息し,Bergey'sManuel8) には 1ivingcu-

lturemedia以外には増殖 し得ない菌であると

書かれるに至ったのも無理からぬことである｡

又これ等を支持するかの如 く,鼠ライ菌の生

化学的研究に於ても,通常の基礎代謝物質の利

用不能9), チ トクローム系の欠如10),不完全な

TCA cyclell)等が示された｡これ等の所見はラ

イ菌,鼠ライ菌が絶体寄生性微生物であるとの

印象を,益々強めるものである｡

一方,組織培養或は細胞培養による鼠ライ菌

の培養は Zinsser等12)が始めた頃より,かなり

の期待が持たれていたが, 最近になって Rees

等13',Chang等14'によって培養細胞内での菌

の増殖を確認 し,更に継代にも成功した事が報

告せられた｡

以上の事柄は何を意味するのであろうか｡細

胞内で増殖するに拘らず,細胞外で増殖 し得な

いのは何故であろうか｡いや,それよりも人 ラ

イ菌,鼠ライ菌は,一体如何にしてその生存,

増殖に必要なエネルギーを得ているのであろう

か｡そこで著者は,一応鼠ライ菌はい かなる培

養組成を組合せても, これらが staticである

限り,即ちdeadmediaである限りは,増殖出

来ないものと仮定した｡そして細胞培養と無細

胞培養の中間的な方法を試みた｡それは(1)培養

液 L回 こ細胞内代謝系を活性のまま(但し無細胞
で)持込むこと,(2)この代謝活性は 37oC

て極月_弓すろ故に,毎月新鮮な草鮮硬を作旦_こと,

(室主局 ラ1__選そ,"silic9_n9lCOat_9_d!tide華吸着さ

せ,このスライ ドを毎 日新鮮な革 養液に_入れ準

え続けて行 くこと- この様にして invitro

で細胞内環境に近い状態を継続的に再現し,そ

- 83-



- 84-

の中で菌を培養す る方法である｡

本実験は1961年か ら始めたのであるが,数 々

の試行錯誤の後,や っと次に述べ る如 き結果が

得 られたので報告す る｡

実 験 方 法

使用菌株並に菌液の作成法 :

鼠ライ菌熊本株をS系マウスの軍丸内に接種し,4

乃至6ケ月後に剖検し,軍丸或は肝臓に病変並びに多

数の抗酸性菌を認めた場合に,菌液材料として使用し

た｡

菌液の作り方は,Hanks15),西村等16)が鼠ライ菌の

生化学的活性の検討に用いたところの,宿主の細胞成

分を出来るだけ排除し,菌を可能な限り純粋に得る方

法に準じた｡ 即ち病変組織を冷水で冷した Waring

blenderに入れ,0.2% トリプシンを含む pH7.6の

燐酸バッファーを約10倍量加えて均等化し,37oC,2

時間後静置,遠心,蒸滑水添加を行って洗液した後,

蒸潜水に再浮遊させたものを菌液として用いた｡この

装作は次に述べる silicone-coatedslideへの菌の吸

着を完全にする為に必要な操作であって,病巣組織成

分が少なければ少ない程,菌のスライ ドへの吸着は完

全となるからである｡

silicone-coatedslideの作成法 :

silicone-coatedslideは選択的にミユバクテリウム

並に類縁菌を強 く吸着する性質を有する｡この特性を

利用する事によって初めて接種菌を,菌量の損失なし

に毎日新鮮培養液に入れ換える事が可能となった｡そ

の作り方は東等17,18)の方法に準じた｡即ち清浄にした

スライド･グラスを,dimethylsilicone(Dow.D.

C･200-500)を2%の割合でクロロフォルムに溶解 し

た溶液にひたし,300oCl時間焼きつけたものである｡

培養液の組成並びに作り方 :

基礎培養液の組成は第1表に示す如 くであるが,こ

れは直接,鼠ライ菌の培養を目的としたものではなく,

細胞内代謝系の活性維持を主目的としたものである19)0

この基礎培養液に,結核菌に感受性の高い061系20)

由来のH系健康マウスの生後20日乃至30日の,体重12

g乃至15gのものを ドライ ･アイスで窒息死させ,辛

早 く脳をとり出し,冷水で冷した Waring blendet

に基礎培養液と共に加えて均等化し,更に凍結融解を

2度行い,細胞を完全に破壊 し, 1,000g15分で核分

画を落とし, 更に Seitz炉過器でi戸過 したものを使

用した(第2表)｡

この炉液のコ-ク酸脱水素酵素21),並びに乳酸脱水
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第 1表 基 礎 培 養 液 組 成

KH2PO4

Na2HPO4･12H20

MgSO 4･7H20

クエン酸鉄アンモン

クエン酸ソーダ

L-アスパラギン

L-グルタミン

グルタミン酸ソーダ

カザ ミノ酸

コハク酸

ブド～糖

庶糖

酵母エキス

チ トクロームC

ATP

蒸潜水

4.0g
3.0

0.6

0.4

2.0

2.0

1.0

1.0

2.0

0.2

10.0

76.0(0.25M)
5.0

20mg

200mg
1000.Oml

pH6.8 ペニシリン 10γ/ml 牛血清 10%

第2表 代 謝活性培養 液作 成 法

健康幼君マウス脳
I

Waring blender に基礎*培
養液を入れ2分間ホモジナイズ
(冷水で冷しながら)

l
凍結融解
l
凍結融解
t

l,000G 15分遠心沈殿
l
上 清
]

Seitz炉過

一昼夜氷室保 無菌テス ト
存後,培養液
として使用

*マウス6匹の脳を40mlの基礎培養液に加えた｡

素酵素22)の活性を製作の各段階について検討したのが

第3表であって,少 くとも乳酸脱水素酵素に関しては,

37oC,24時間でも尚活性が保持されている｡

培養方法 :

先に述べた鼠ライ菌菌液を, 一般培地たる Brain-

Heartlnfusion寒天培地, 結核菌培地である Loe-

wensteinJensen卵培地, Kirchner液体培養液に

接種 し,対照とした｡

同時にこの菌液を silicone-coatedslideに一滴お

とし,これをしばらく静置した後,乾燥を待たずに,

蒸湛水で洗って,先の代謝活性培養液に入れた｡37oC
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第 3表 マウス脳,肝ホモジネー ト並びに妻戸液の酵素活性度
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迄慧温 呈凱 seitz炉液 30,7蒜 差昼夜後

肝

脂

※,*コ-ク酸脱水素酵素活性は検圧法(21)で,乳酸脱水素酵素活佃 まThunberg法(22)で測定

に一昼夜培養 した後,このスライ ドを取 り出し,更に

新たに作成 した同培養液に入れ換える｡この操作を週

6回宛繰返 し,40週以上継続 した｡同時に脳i戸液を加

えない基礎培養液についても同株に,週 6回スライ ド

を入れ換え,同期間継続培養 した｡観察は拡大レンズ

並びに肉眼で行い,東に4週毎にスライ ド上の変化を

接写撮影で追求 した｡

実 験 成 績

対照として用いた Brain-Heartlnfusion寒

天培地,Loewenstein-Jensen卵培地, Kirch-

ner液体培養液 に両液を接種 した ものは,すべ

て如何なる蘭の集落をも作らなかった｡又鼠 ラ

イ南を吸着させたスライ ドを基礎培養液 (脳折

第 1図 鼠ライ菌を吸着させた同一スライ ドの培養4週,並びに44週後の写真｡
44週後では初めに菌液一滴を置いた場所に一致 して,肉眼的に,象牙色
の顕粒状斑点が見えるO
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第2図 第1図に示 したと同じスライ ドの,4週毎の追跡写真｡20週以後に
拡大レンズで見え32週で肉眼的に見える｡
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第3図 (a),第 1,2図の44過と同じ写真｡
これを ZiehトNeelsen染色法で染色 して,
弱拡大で見たものが (b)である｡ これは

(a)の矩形で 閉まれた部分に相当する｡

(C)は(b)の内の矩形で囲まれた部分を強

拡大 したもの｡無数の抗醍性菌が立体的に

盛り上がって見える｡
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第 4図 継代第 2代のスライ ドの追跡写真｡増殖速度は初代と変らず,20週以後に

なって,初めて拡大 レンズで見え,34週になって肉眼で見える様になる｡
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液を含まず)に週 6回宛入れ換え44週間培養観

察した場合には,肉眼的にも拡大レンズを用い

ても,スライ ド上に何等の変化もなく,44週後

これに Ziehl-Neelsen染色法を行ったところ,

少数の抗酸性菌を認めるのみであった｡

ところが,菌を吸着させたスライ ドを,その

都度新たに作成した脳炉液を含む培養液に週 6

回宛入れ換えて培養していたところ,20週を過

ぎた頃から,拡大レンズで,菌液を置いた部分

に一致して僅かな曇を認め,更に観察を続けた

ところ,34週頃より肉眼的にも象牙色の王凱長を

認めるに到った(第 1･2図)｡44週後,その内

の一枚の スライ ドを取 り出し, ZiehトNeelsen

染色法で染色したのが第 3図0)),(C)であるOこ

の染色所見から,それ迄の曇り,乃至は斑点状

の頼粒群は全て抗酸性菌より成る集落である事

が確認出来た｡ 尚,この菌集落は立体 的であり,

スライ ド上に盛 り上がっていた｡

そこで同時に培養を行っていた他のスライ ド

上の揖粒群をメスでかき取 り,蒸潜水で両液を

作り,これ等が抗酸性菌である事を確かめた後,

初回同様に,Brain-Heart~Infusion寒天培地,

Loewenstein-Jensen卵培地,Kirchner液体培

養液に接種すると同時に,silicon-coatedslide

に吸着させ,初回と全 く同様の培養方法を行っ

た｡その結果は,殆んど初回と同様であり,一

般培地,結核菌培地には集落か形成せず,本培

養法を行ったスライ ド上にのみ,24過後になっ

て,曇りが認められ,30週を過ぎる頃より,肉

眼的に象牙色の菌集落が認められる様になった

(第4図)を過ぎて ZiehトNeelsen染色を行った

所,初回同様多数の抗酸性菌よりなる集落が認

められた｡

本実験を始めて以来,数々の試行錯誤を重ね

て来た事は冒頭にも述べたが,臓器ホモジネー
ト,或は折液の材料として,肝,牌,腎と次々

に検討したが著者の行った方法では,少 くとも

陽性の結果は得られず,いづれもスライド面に

厚い膜が形成され,20週以前に抗酸性菌を認め

得なくなったO
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考 接

invitroで細胞内の状態を出来るだけ再現す

る様に細胞炉液を含んだ培養液を用いて,鼠ラ

イ菌の培養を試みた｡又培養液自体が常に代謝

活性である様に,その都度新鮮な臓器滑液を作

成し,これに鼠ライ菌を吸着させたスライ ドを

毎 日(週 6回)入れ換えて培養を継続した｡

試みた臓器はH系マウスの肝,牌,腎,脳で

あったが,脳を除いた前 3者はいづれも成功し

なかった｡脳ホモジネ- 卜(即ち Seitz炉過を

行う以前の液)に於ても肉眼的に溜濁を示す程,

細胞内根粒を含んだものでは成功しなかった｡

この脳炉液を含む培養液で44週培養 した抗酸

性菌が,果して接樺菌として用いた鼠 ライ菌熊

本株であるか否か ?マウス-の復元接種は未だ

行っていない｡又培養も第 2代目までではある

が,この増殖 したと恩はれる抗酸性菌は,一般

培養基,結核菌培地には増殖を示さなかった事,

この集落がスライ ド上で始めに菌液を滴下 した

部分に一致して出現した事,又第 2回目の培養

に於ても,第 1回目と同様のきはめて遅い増殖

速度を示した事等よりみて,本菌がもとの鼠ラ

イ菌熊本株である事の可能性は,きはめて大き

いと恩はれる｡

若 し,この結果を認めるならば,初めに立て

た仮設の如 く,鼠ライ菌の増殖には,宿主細胞

の代謝活性な酵素系が強 く関与している事が考

えられる｡

結 論

silicone-coatedslideに鼠ライ菌熊本株を吸

着させ,新 しく考案したマウスの脳炉液を含む

新培養液に,このスライ ドを 370C24時間浸し

た後,取 りIfIJJL,新 しく作った同培養液に入れ

換え,この操作を44週間繰返した｡即ち本法に

より,入れ換え毎に商量を失 うことなく,毎 日

(正確には週 6回)活性酵素を含む新鮮培養液に

菌が接触出来る様に工夫した｡30週を過ぎる頃

から,肉眼的にも菌の増殖が認められた｡この

スライ ド上に増殖した菌は,抗酸性を示し,一

般培地,結核菌培地には増殖を示さず,本法に
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よる継代培養のみが可能であったが,その増殖

速度は初回とほぼ同 じであった｡

(稿を終るに臨み,上坂一郎教授の御忠告と御激

励に対 し,又山岸悦子並に山田恒一両技官の長期間

に亘る技術的援助に対 して深甚の感謝の意を表しま

す｡)
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