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緒 言

結核感染に対する生体の防衛機序を解明する

に当って,貴食細胞の機能について研究するこ

とは極めて重要な意義を有するものと考えられ

る｡その一つの方法として,結核菌を合食させ

た会食細胞を組織培養する実験は,従来より少

くないっLurie(1)Suter(2)Berthrong及び

Hamilton(3)等はいづれも組織培養法により､

モルモットや家兎の会食細胞内に会食された毒

力結核菌は, 細胞内でよく発育するのに反 し

て,弱毒結核菌や無毒結核菌の場合は,その発

育が抑制され,一方免疫動物の会食 細 胞 内 で

は,毒力結核菌でもその発育が抑制されるとい

うことを報告した｡教室の浅田(4)は,家兎の腹

月室溶出細胞の母体である大網乳斑細胞の組織培

養実験において,同様な成績を得たと報告 して

いる｡又 Hsu及び Kapral(5)は 免疫 処置で

はないが,Triiodothyronine処置をうけたモル

モットの腹腔溶出細胞では未処置動物の腹月杢溶

出細胞よりも,結核菌に対する発育抑制力が高

まっている事実を観察した｡これ等に反 して,

Mackaness(6)(7)は家兎の腹腔溶出細胞内に

貧食された毒力結核菌の発育は,免疫家兎細胞

においても,正常家兎細胞におけると同様に良

好であり,両者間に明瞭な差を認めることが出

来なかったと報告 している｡この実験では,義

力菌を会食 した溶出細胞は,免疫家兎由来のも

のも,正常家兎由来のものも,同株に,短期間

のうちに速やかに崩壊 してしまうので,菌の細

胞内増殖の差を観察するには,実験条件が不適
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当ではなかったかとも考えられる｡Fong,Sch-

neider及び Elberg(8)(9)はこの毒力菌を会

食 した細胞の変性,崩壊という現象に注目し,

Mackaness(10)の方法を少し修正することに

よって,免疫家兎腹腔溶出細胞は,免疫家兎血

清の存在下においてはじめてその毒力結核菌に

よる細胞変性が 少 くなることを観察 した｡ 即

ち,彼等は腹腔溶出細胞による細胞内での結核

菌の発育の抑制という面よりも,結核菌の毒性

に対する細胞の抵抗性の面から,正常細胞と免

疫細胞の相違について追求 し,免疫血清の持つ

意義を明かにした｡鈴木と渡辺 (ll)揺,Fong等

と同様な実験方法によってこれを追試 し,家兎

においては彼等とほぼ同様の成績を得たが,毒

力結核菌を会食 した免疫モルモット腹月割参出細

胞の死亡率は,免疫モルモット血清の存在下に

おいて,正常モルモット血清の存在下における

よりもむ しろ高 く,家兎の細胞と家兎の血清を

用いて観察 した成績とは全 く反対であったと報

告 している｡免疫家兎細胞に対する免疫家兎血

清の相加作用については,浅田 (4)もこれを認

めているところである｡他方 Suter(2)は,免

疫家兎腹腔溶出細胞の結核菌発育抑制作用は,

免疫血清の存在には関係がないとし,そのよう

な免疫血清の持つ意義を認めていないという状

態で,この問題に関しては,いまだ明確な結論

は得られてないと言えようO諸家の意見が一致

しない原因として,この様に微細な差を追求す

る免疫学的実験において,実験条件を一定する

ことにかなりの困難があることが先づ第-に考
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えられるo例えば,家兎やモルモットの腹腔溶

出細胞は,すべて流動パ ラフィンとかグリコー

ゲンなどの薬剤を多量に腹腔内に注入すること

によって採集 したものであるため,結核菌を会

食 させるという実験以前の段階 において相当弱

体化 していることが,組織培養法による実験成

績を,かな り不安定なものにしたのではないか

とも考えられる./従 って, しば しばこの種の実

験に用いられる腹腔溶出細胞なるものが,果 し

て適当な実験材料であるか否かも検討を要する

ものと思われる｡

Myrvik (12)は, 家兎の肺臓より Alveolar

Macropbagesを可成 り純度の高い割合で採集す

る方法を考案 し, この AlveolarMacrophages

が 腹睦細胞と機能的に異ることを 暗示 してい

る｡そこで従来用いられた腹腔細胞のかわ りに,

Myrvikの方法による AIveolarMacrophages

を用いて,貧食実験を行ってみた｡人間の場合,

結核感染の多 くは先ず肺内に発生するもので,

従って AlveolarMacrophagesはこの場合の感

染防衛の最前線にあると考えられ,この点から

も本実験は従来にない新 しい意味を有するもの

と考える｡

ここに言う AlveolarMacrophagesとは肺胞

内に遊離の状態で存在する大単核食菌細胞のこ

とで,古 く Mechinikovの命名になるものであ

るが,dustcell とか largeexudatecellとか

種々の名でも呼ばれ,板木 (13)や石河 (14)はこれ
を所謂 も塵填細胞〃 と呼んでいる｡魔境細胞で

は食菌作用の概念が十分表わされていないうら

みもあり,その他に統一された訳語があるとも

聞かないので,米国で慣用されているAlveolar

Macrophageなる語をそのまま用い,以下本論

文中においては もAM〝と省略する. 又 これと

の関連性において,腹腔溶出細胞の方も Peri

tonealMacrophageをそのまま使用することと

し,以下 もpM〃と省略することにしたO

美浜材料並に実験方法

実験動物::2.2乃至 2.7kgのニュージーランド系

白色家兎が用いられた｡

感作方法 :二種棟の感作方法が用いられた｡

(a)BCG加熱死菌0.1mgをFreundのAdjuvant
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0･1ml中に懸尚し,耳静脈内に注入感作後, 3週間

を経たもの｡(b)BCG生菌 10mgを生食水に浮薄

し,筋肉内注射によって感作し,3週乃至8週間を経

たもの｡以上の感作動物を用いた｡

家兎 AAtの採集 :Myrik(1分並に大島粥川6)(lOの方

法に若干の修正を加えたものである｡先ず空気注入法

によって家兎を屠殺した後開胸し,下大静脈より可及

的多量の血液を無菌的に採集した｡ (これは遠沈によ

り血清を分離し,後に組織培養液中に添加するために

用いられた｡)次に気管を相子で挟み,両肺を心臓と

共に胸廓から摘出し,滅菌シャーレ上にて心臓と大血

管を除去し,Hanks液(18)で湿めしたガーゼで両肺表

面をふきながら,軽く圧迫して肺脈管中の血液を可及

的に除去した｡約 20mlの Hanks液を,輸血針 を

つけた滅菌注射器にとり,これを気管より両肺内に注

入した｡針は挿入したままこれを気管と共に上から相

子で挟み,注入液が溢れ出ないようにし,軽く肺をマ

ッサージした後,再び注入液を注射器に吸取るという

操作を繰返して,多量の AM を含んだ液を太い滅菌

試験管に採集した｡ この様に して得られた正常家兎

AM浮薄液約 40ml中には Packedcellにして約

0･1-0･2m1,細胞数にして 約1-2×107個 (概算)の

AM を含んでいた｡感作家兎の場合は差が大きく,

Packedcellにして約 0.5mlから3.Omlまで得ら

れた｡次にこの細胞浮薄液を700回転5分間位の軽い

遠沈によって細胞を集め,新しい Hanks液に淫沸し

て再遠沈するという操作を二,三回繰返して細胞を洗

い,最後に20%の割に家兎血清を含む Medium 199

(MicrobiologicalAssociates lnc.Bethesda,

Md.)色9)eOに浮薄させた.その際細胞数は約 2×105

/m1位になるよう調整した｡

家兎の採集 :P加 を採集するため家兎腹膜に約 50

mlの BayoIFを注入した後,五日目,その家兎を

屠殺した｡腹部切開により,lou/mlの割にHeparin

を添加した Hanks液約 200mlを注入し,PMを洗

い出した｡これを AM の場合と殆ど同じ操作によっ

て Medium 199に浮薄させた｡

細値の死亡率算定 :AM,PM,両者における死亡率

は次の様にして算定した｡即ち AM (PM)浮薄液

0.1mlを別の試験管に移し,0.5% Trypan-blue溶

液CZl)鰯0･05mlを加えて軽く振遺し,その混液の一滴

を Fuchs-Rosen仇al血球計算盤上にとり, 全視野

中の細胞総数と,Trypan-blueに染色された細胞数

とを算えてその死亡率を算定した｡本実験において

は,AM 浮薄液と結核菌浮済液を混合した後,.原則
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として,直後, 2時間目,6時間目,並びに24時間目

の4回にわたってその死亡率を算定したが,一部の実

験では,その後引続いて観察を行ない,10日に及んだ

ものもあった｡

結核昔液の作戦 :本実験には主として毒力人型結核

菌 H37Rv株1)を用いた｡これは Youmans修正,

Proscauer-Beck 培地 eS)に2乃至 3週間培養 した
後,更に1週間 Middlebrook-Dubos培地eO(0.1%

Tween80R,0.5%牛血清アルブミン (Microbiolog-

icalAssociate,Inc.)に植えついだものである｡ 木

実験においては,結局厳密な意味における単個菌を必

要としなかったので,約 1,000回転10分の軽い遠心沈

澱によって大きな菌塊を除いた残りを全部集めて,

0.1% Tween80R添加生食水で2回洗漉した後,同

じ生食水に浮沸させてその濁度を,Coleman型比濁

計 (Model7)で測定し,菌数を算定した｡しかる後

一定数の菌を20%家兎血清添加 Medium 199に浮藩

せしめて,大体 8×107/mlの割に菌を含む菌液を作

製した｡毒力比較実験においてほ,H37Rv株の他に,

電力株として結核患者啄庚より分離 した T2160株及

び T3125株,弱毒株として BCG,無毒株として H

37Ra2) を用いた｡

組織培養法 :AM (PM)の培養は20%家兎血清添加

Medium199の中で行なった｡この場合,しばしば正

常健康家兎気管中に見出されるBordetellabronchio -

septica の混入を防ぐ意味において, Tetracycline

(10γ/ml)(Lederle)を添加した｡組織培養に普通に

用いられている Streptomycinは,結核菌の毒性に

対する影響力を考慮して,本実験には原則として用い

なかった｡但し,長期観察の培養実験においては,細

胞外の遊離結核菌の発育を抑制する必要があるため,

培養 第 2日目より 5γ/mlの割合に Streptomxycin

を添加した｡充分に清浄な滅菌スクリューキャップ試

験管 (16×125mm)(これは厳密に密栓されるものを

用いた)の中に, 約 2×105 個の細胞を含む AM 浮

薄液 1mlと,約 8×107 個の菌を含む結核菌浮薄液

1m を混合し, 垂直懸架 して 36oC±loCの温度中に

静置した｡混合直後及び2時間目,6時間目,24時間

目にこの混合液の一部をとり出して,AMの死亡率を

算定したのは前述した如 くであるが,その際別に塗抹

標本を作製し,紫外線射照下において乾燥滅菌し,95

%エタノールで固定,抗酸菌染色を行なって細胞の菌

貧食状態を観察した｡
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細虎の結核茸責食数,貫食率の算定 :以上の方法と

は別に次の様な組織培養も行なって,AM (PM)の

貧食状態を観察した｡滅菌平底組織培養用試験管 (16

×125mm)の底にカバーグラス (8×24mm)を おき

その上に前述の AM (PM)浮溝液 1mlをのせた｡

水平懸架静置30分後,その上に更に結核菌浮瀞液を添

加した,しかる後,卵字温に静置した,この様な試験管

を数本用意しておき,15分,30分, 1時間, 2時間,

4時間及び24時間の培養期間において,一本づつその

中からカバーグラスをとり出し,95%エタノール中で

30分以上固定,染色して標本を作製 した｡その標本に

ついて,細胞全体における,結核菌を貧食している細

胞の比率 (これを会食率と呼ぶことにする)と,細胞

1個中の平均菌数 (これを貧食菌数と呼ぶ)を算定し

たっ

実 験 成 績

I) 正常家兎 AM に対す る結核菌の毒性 に関

する実験

(1) 各種菌株 による相違

結核菌毒力株 と弱毒株及び無毒株の,正常家

兎 AM に対す る毒性の比較を行 った｡ 組織培

養系において,AM l個 に対 し約 400個の割合

で結核生菌が添加された場合,AM の死 亡率の

時間的推移 は図表 1に示 される如 くである｡即

図表 1. 正常家兎 AlveolarMacrophage(AM)に
対する結核菌 (毒力菌,H37Rv,T3125,
T2160,弱毒薗 BCG,無毒菌 H37Ra)の
毒性
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ち培養24時間 目に おける AM の死亡率 は,毒

力株 H37Rv,T2160,T3125のいづれ において

註 1) Dr.G.P.Youmans,NorthwesternUniv.,Med.Sch.ChicagoIll.より提供をうけた｡

2) Dr.W.SteerkenJr.,TrudeauLaboratory,SaranacLake,N.Y.より提供をうけた｡



- 146-

も80%近 くであったのに対 して弱毒株 BCGで

は20%,無毒株の H37Raでは15%と,毒ヵ株

との問に明らかな相違があることを認めた｡こ

の場合同時に作製した塗抹標本によってAMは

いづれの菌株についてもほぼ同程度の会食能を

示 し,会食細胞中の平均菌数は殆ど同じであっ

たので,この細胞死亡率の差は有意であると考

える｡

(2) 菌 数 の 影 響

次に毒力結核菌 H37Rv株のみを用いて,一

定の会食細胞に加えられる菌数を変化させた場

合の細胞死亡率について観察した｡用語の混乱

を避けるため,以下,会食細胞 1個につき,加

えられる結核菌数の比を仮りに菌数比と呼ぶこ

とにする｡本実験においては,倍数稀釈によっ

て菌数比800,400,200,100の四段階の菌液を

作製 しこれを一定数の AM 浮湛液と混合して

その細胞死亡率を観察した｡結果は図表 2に示

図表 2. 正常家AMの死亡率に及ぼす接種H37Rv
菌数の影響
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す如 く,菌数比と細胞死亡率の間にほぼ一定の

関係が成立つことが判明した｡この実験におい

ては菌数比が 100,200,400と増すにつれて細

胞死亡率は15%,30%,70%と上昇した｡菌数

比800の場合は100%以上にはならないのでやむ

を得ないが,概算 して菌数比が2倍になれば死

亡率も2倍上昇するということがいえよう｡

(3) 菌の熱処理による影響

AMの組織培養系に多量の毒力結核菌を添加

した場合に AM が死亡することを観察したが,

次に同じ H37Rv株生菌浮済液を三分し,

京大結研紀要 第12巻 第 2号

a) 1210C20分加熱処理,b) 57oC 1時間加

温処理,C) 無処理の三群に分け AM に対す

る毒性の変化を観察した｡結果は図表 3に示す

図表 3･ 正常家兎 AM に対する H37Rvの毒性
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如く,培養24時間目における細胞死亡率は C)

群では82%の死亡率を示 したのに対 して,ち)

群では30%,a) 群では僅か10%の低い死亡率

を示した｡これは熱処理をうけた菌は,無処理

の生菌に比 して毒性が低下 したものと考える｡

これは熱処理ではないが,ここにつけ加えてお

きたいことは,Dubos培地培養 6日目のH37Rv

菌は相当混映 してみえるが,これに1mg/mlの

高濃度にStreptomycinを添加するとその翌日

にはすっかり沈澱 して 培養液は透 明に近くな

る｡この様になった菌を洗源して上述と同様な

実験を行ってみると,24時間目におけるAMの

死亡率は約30%で,丁度 57oC1時間加温処理

菌と殆ど同じ程度に毒力が低下 していることを

観察した｡

(4) INH 添加による影響

AM-H37Rv菌混合液を四分 し,1)INH 10

γ/mlを最初から添加したもの,2)2時間後に

添加したもの, 3) 6時間後に添加したもの,

4)INH を添加しないもの (対照)の4群に分

け,培養24時間目における AM の死亡率を 観

察 したところ, 図表4に見られる如 く第4の

INH 無添加群では80% という高い死亡率を示

したのに対 し,1)群では死亡率が 18% という

低率であり,2)群ではやや高く30%,3)群で

は75%と殆ど無添加群と同様の高い死亡率を得

た｡
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図表 4.正常家兎 AM に対するH37Rvの毒性に
及ぼす INH の効果
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以上の実験から, 結核菌の AM に対する毒

性は,INH の添加によって著 しく減弱するこ

とを知ったO 又,3)群の死亡率の高かったこ

とは,細胞は 6時間目までにとりこんだ菌によ

って既に致命的な損傷をうけてしまっていた結

果といえよう｡

(5) 培養温度の影響

AM-H37Rv菌混合液を 酵温に6時間放置し

た後三分 し,1)氷室 (loo°) 2)室温 (22oC)

及び 3)貯温 (37oC)の3種類の温度中に静置

すると,24時間目の AM死亡率は,図表 5に

nU'い
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図表 5. 正常家兎 AM に対するH37Rvの毒性に
及ぼす培養温度の影響
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ⅠⅠ)BCG感作家兎 AM に対する結核菌の毒
性に関する実験

(1) 細胞死亡率と菌数比の関係

BCG感作家兎 AMを用いて同様の実験を行
い,H37Rv株によって受ける影響を, 正常家
兎 AM の実験成績と比較 した｡感作家兎とし
ては,10mgBCG生菌生食水浮瀞液を筋肉内に
注射 し, 3週乃至 8週後,ツ反応陽性を呈 した

ものを用いた｡本実験においては,組織培養液

には正常家兎血清を用い,接種菌数の差による

細胞死亡率の差を最少限に留めるため,感作家

図表 6.H37Rvを貧食せる正常並びに感作家兎AM の死亡率の長期観察

1 1̀ Ll

上Lll; 左 目 をp(

バ 1りF]

示 した如 く, 1)では20%で, 培養温度変更点 兎AM と正常家兎 AM に対 しそれぞれ同一の

の死l=率と較べて死亡率に著明な相違はなく, 菌浮茄液を二分して与えることにより,両者の

2)では42%とやや高 く,3)では80%という結 死亡率の推移を同時に観察 した｡叉,感作家兎

異が得 られた｡ AM と正常家兎 AM の,結核菌の毒性に対す

る抵抗力の差を観察するにあたり,短時間内の
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差の外に,長時間培養した場合の差も観察する

必要があるので,本実験の観察期間は,他の実

験に較べて長 く,10日にも及んだ｡接種菌数は

菌数比 400,200, 100の三群に分けて観察し

た｡ この実験 成績は図表 6に示 した如 くであ

る｡ この成績から判明したことは, 菌数比が

100の場合,培養第2日における細胞死亡率は,

正常家兎 AM で10%,感作家兎 AMで6%で

あり,この率は第10日目においても全 く変らな

かった｡それに反 して,菌数比 200の場合は,

培養第 1日目に正常 AM 15%,感作 AM30%

第2日で正常 AM 20%.感作 AM40%,それ

が第四日目では正常80%感作72%と変ったO又

菌数比が400の場合は,培養第一日目で正常AM

47% 感作 AM78% それが第二日目では感作

AM 100% 正常 AM 95% と上昇した｡この成

績から言えることは,菌数比が少い場合は正常

細胞も感作細胞もその毒力結核菌による死亡率

は変らないが,菌数比が多い場合には感作細胞

の方がむしろ正常細胞よりも死亡率が高いとい

うことである｡ しかもその相違は,菌数比 100

と200の所ではっきりと現れている｡即ち,菌

数比が200以上の場合には AM は速やかに死亡

するのに対 して,菌数比 100以下の場合には10

日にわたる観察期間中殆ど死亡率に変化がなか

った｡なお後者の場合における細胞内に貧食さ

れた結核菌の数は平均一細胞あたり20前後,即

ち,培養第一日目が平均18位,第十日目で平均

22位で殆ど菌数にも変化がなかった｡ この場

合,細胞外の浮湛結核菌の発育を抑制する意味

で,培養第二日目より,5γ/mlの割合にStrepr0-

mycinを 培養 液中に添加し,又 培養 液を 2

日日毎にその半量づつ新 しい 液と交換した｡

Streptomycinはこの濃度においては,細胞外の

結核菌には作用するが,細胞内にとりこまれた

結核菌には作用しないと云われている｡(Suter

(25),Mackaness(10))従って,この実験期間

中,細胞内において菌数の増加が認められなか

ったのは,正常家兎 AM は明かに毒力結核菌

の細胞内における発育を抑制しているというこ

とが出来る｡そしてその抑制力は感作家兎 AM

と殆ど差がなかった｡ 又, 組織培養液中の 血

京大結研紀要 第12巻 第2号

清を,感作家兎血清におきかえて,同様の実験

を行ってみたところ,24時間観察に現れた限り

では,実験成績の上に,感作家兎血清と正常家

兎血清の差を得ることは出来なかった｡

(2) 会食率について

高い菌数比の場合,短期間の観察期間中にお

いて,毒力結核菌を会食 したAMの死亡率は,

感作家兎 AM においては,むしろ正常家兎に

おけるよりも高いという実験結果を,図表 6に

見出したが,この事実と関連性を持つと思われ

るその他の会食現象について,次の様な事実が

見出された｡会食細胞群の中でその体内に結核

菌を とりこんでいる細胞の数の百分比を 算定

し,これを会食率と呼ぶことにする.又,一つ

の細胞の中にとりこまれている菌の平均数を会

食菌数と定義することにする｡この二つは同じ

現象をみているのであるが,貧食率はこの細胞

群の活液さを群全体の立場から示したものであ

り,会食菌数は一つの細胞の作用の大きさの指

標となるものと考える｡然しながら,感作家兎

AM と正常家兎 AM の貧食作用の強さをこの

二つの概念から追求しようとする時,この二つ

を同時に満足に示 して,しかも両者に差のある

ことを見出すことはむつかしい｡なぜならば,

図表 7. 正常並びに感作家兎 AM による結核菌貧
食能の比較｡
貴食率-1個以上の菌を貧食している細胞
の~百分比｡
感作-0.1mgBCG 死菌,Adj懸濁,静
注,3週間｡

R-20

8()

貧

食 60

翠

oiu 4Cl

1.-)3し)分 1

培 益 時 制
･1時間
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会食菌数の差をみようと思うとき菌数比が高い

と,菌と細胞とが遭遇する機会が高すぎて速か

に高い会食率となって現れてしまい両者に差が

なくなってしまうのである｡従ってこの二つの

現象は,一つのことを二種に条件を変えて観察

しなければならない｡図表 7に示 したのは先づ

会食率の比較であるO組織培養法は平底組織培

養管一水平懸架法を用い, カバーグラス標本に

ついて観察 した｡ この場合の菌数比は20であ

る｡ 感作 家兎は 0.1mgBCG 死菌を 0.1mlの

Adjuvantに懸洩 し,耳静脈注入によって感作し

たものを用いた｡感作家兎 AM と正常家兎AM

の会食率の差のよく現れているのは培養 2時間

目で,感作家兎 AM では55乃至60%に対 し正

常家兎 AM では35%と低い値 が 出ている｡

しかし両群とも4時間目になると80%から85%

になって,両者に差が見られない｡これはこれ

位で大体両者とも飽和に達したものと考える｡

この実験成績から感作家兎 AM の方が, 感染

の早期においてより活澱に動 く細胞が多いかと

考えられる｡次に会食菌数の比較であるが,こ

の場合感作家兎として,10mgBCG生菌,生食

水浮訪字,筋肉内感作,3週目のものを用い,級

織培養液中の菌数比は80にした｡この成績は図

表8に示 した｡感作家兎 AMの会食菌数は培養

2時間,4時間においてそれぞれ 6.8及び12.0

図表 8. 正常並びに感作家兎 AM による会食結核

菌数の比較｡ R-80

であるに対 し,正常家兎 AM では2.5･6.0と

明かに差が認められた｡以上二つの実験成績か

ら,感作家兎 AM は, その結核菌混合の初期

において,会食作用の強さの点で (会食率にお

いても,会食菌数においても), 正常家兎 AM
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よりもまきっているということが出来る｡

Ⅲ)家兎 AM と,家兎 PM に対する結核菌

の毒性に関する比較実験

以上に述べた実験成績から, 家兎 AM が結

核菌の侵襲に対 してかなり強い抵抗力を持って

いることを知ったが,これと,従来多 くの研究者

(1)～(ll)達が実験材料に供 して来たPM の持つ抵

抗力とを比較検討するために,AM の場合と同

様の実験を家兎 PM について行った｡実験方法

の項に記載 した様に PM を20% 家兎血清添加

Medium 199に浮茄させた｡ 同時に同一個体か

らAM を採集 し,同じ Medium 199に浮瀞さ

せ,両細胞浮茄液は全く同じ濃度になるよう調

製 したOこの二種類の細胞浮茄液に対 して,別

に調製 した 結核菌 Medium 199浮湛液を両者

に同量づつ混合した｡この場合の混合菌数比は

200であった｡ この混合液について,培養 2時

間目と24時間目における AM と PM の死亡率

を 比較すると図表 9に示す如 く, PM の方が

AM に比 して明かに高い死亡率を呈 した｡ しか

図表 9. H37Rvによる｡正常並びに感作家兎の
AM と PM の死亡率の比較
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るに他方, 平底組織 培養試験 管法に よって,

AM と PM の貧食の様子を標本について 検討

してみると,写真 1, 2, 3,4に見られる如

く,AM は4時間目において4時間目に比して

かなり多量の菌を会食 しているのに反 して, P

M の方は24時間目においても, 細胞内菌数は

4時間目の菌数に比 して著明な相違が見られな

かった｡即ち,菌を貧食する容量が少ないよう

に思われた｡この場合細胞内菌数の比較を容易

にするため,接種菌数は前述の普通試験管法の
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場合の菌数比よりは少 く,約80の菌数比の液を

用いた｡この成績よりPMは同じ動物から得ら

れた AM に比し会食能が低くしかも死亡率が

高いことが判明した｡本実験におけるPMは,

採集された時には既に大量の油滴を会 食 して

いるので, もはや正常な状態にあるとは考え

られず,ここに現れた差が,細胞に本質的なも

のか否かはこの実験からでは判定し難い｡しか

しとにかく,この様に流動パラフィン法により

採集した家兎 PM は同一個体からの AM と比

較して,結核菌の毒性に対する抵抗力は低いと

いうことが推定された｡又 BCG感作家兎 (10

mgBCG生菌,生食水浮薪, 筋注感作4週)

についても正常家兎とほぼ同様の実験成績を得

た｡感作家兎の AM と PM の比較を,培養液

中に感作家兎血清と正常家兎血清とをそれぞれ

含む培養系を作って比較してみたが,いづれに

おいても感作家兎 血清がこの組織 培養液の 中

で,正常家兎血清と異った機能を持つというこ

とを示す実験成績は得られなかった｡感作家兎

AM と正常家兎 AM の比較において,図表 7

に示した如く,感作家兎 AM の方が 培養初期

に高い会食能を示すという傾向は,PM 同志の

比較においても観察された｡即ち感作家兎 PM

は培養初期に正常家兎 PM に比し少し高い貧食

率を示した｡ しかしその差は有意のものといえ

る程大きなものではなかった｡

考 接

合食細胞に対する結核菌の毒性を論じ,それ

に対する細胞の抵抗性を論ずるために,菌の毒

性発現の指標として,従来から,大体三種類の

現象が観察されて来た｡即ち 1)毒力結核菌を

合食 した細胞は,それによって遊走作用が阻止

されるという現象 (Middlebrook(26)Bloch(27)

大岩 C28))2)毒力結核菌は会食細胞内で発育増

殖していくことが出来るという現象 (Lurie(1)

Suter (2)Berthrong(3)浅田 (4)Hsll(5)

Mackaness(10))3)毒力結核菌を会食 した細

胞の変性現象 (Fong(8)鈴木 (ll))等である｡

しかしながら,例えば第-の会食細胞遊走阻止

現象についてみれば,大岩は鶏の白血球を用い
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た彼の実験において,白血球の遊走作用を阻止

するためには,結核菌は必ずしも白血球に会食

される必要はなく,白血球の近 くに存在するだ

けで十分だと報告しているので,厳密な意味に

おける,結核菌とそれを会食 した宿主細胞の問

の相互関係を観察しようとする試みに対 しては

必ずしも適当な方法ではない｡又,2)の結核菌

の会食細胞内発育観察についても,筆者は,秦

実験にかかる前の予備実験として,繰返えし毒

力結核菌H37Rv株の,家兎 AM 内での発育に

ついて観察を行ってみたが,どうしてもこの結

核菌が,AM 内で増殖するという証拠を得るこ

とが出来なかったので,結核菌の毒性について

の実験においては,この方向からの接近を主と

することは断念したO即ち,たとえ-細胞内の

平均菌数が増加するという事実が観察された場

合でも, それが果して細胞 内増殖に よるもの

か,細胞が浮済菌を更に会食 したものか,ある

いは,一旦ある細胞に会食された菌が何かの事

情でその細胞が死亡した場合,再び浮防菌とな

り得ることは十分考えらそるし,どうしても増

殖と再会食は区別出来ないものと考えたのであ

る｡このような理由によって,筆者は,主とし

て第三の指標,即ち,会食細胞が自ら会食した

結核菌によって変性乃至死亡せしめられる現象

について追求しようと試みた｡ それに対 して

Fongや鈴木の採用した方法は,結核菌に よる

会食細胞の変性を観察するものであったので,

判定が主観に陥る危険が あるとする批判もあ

り,又彼等が用いた Mackaness型 Chamber

は,非常に少量の培養液で以って培養するもの

で,培養条件として不利な点を持っているとい

うような欠点を持っていたので,このような方

法によらないで,筆者は実験方法の項で述べた

ような手技を考案した｡ この方法に よると,

Chamberの様な特殊な装置は必要とせず,実

験操作は簡略化され,培養液の量は自由に調節

出来, 一本の試験管中の細胞-菌混合液でその

変化の推移を連続的に追求 して行 くことが 出

莱,又一度に数本の試験管を用いて実験を重複

させることも出来るというように,種々の利点

を持っていた｡細胞の生死の判定には,Trypan-
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blue法(21)(22)を用いたが,それは Fong等の方
法に較べてより客観的であったと信ずる｡この

方法で菌数を加減すれば,同時に細胞内菌数の

変化も観察出来たが,きれいな塗抹標本が得ら

れないのが欠点で,平底組織培養試験管法を併

用 したのはそのためである｡以上の方法で得ら

れた実験成績として,24時間以内に家兎AMの

十分に高い死亡率を得るためには,菌数比 400

即ち,細胞 1に対 して結核菌400という｡一見非

常識とも思われる多量の菌を混合する必要があ

るという結果である｡この様に多量の結核菌と

接触 したAMは,24時間後には無数の菌を,標本

について抗酸菌染色を行なってみると,まるで

苗のように真赤に染まるまで,会食 しているの

であるが,その場合一細胞中の結核菌の数はあ

まり多すぎて算え切れず, 結局 AM -細胞が

会食 し得る結核菌数の限度は求められなかった

が,概算50程度と推算された｡それならば,菌

数比が100もあれば,それが200になっても400

になっても結局はその限度までしか貧食出来な

いのだから,最後の死亡率はいづれも100%に

なる筈であるのに,事実はそうでなく,図表 2

及び図表 6に見られる如 く,細胞死亡率と菌数

比との間には,明かな一定の関係が成立つこと

が知られた｡特に図表 6に見 られる如 く,菌数

比が100以下の場合と100以上の場合には明かな

差が存在 し, 100以下の場合は培養が10日に及

んでも細胞死亡率には殆ど変化が見 られなかっ

た｡この場合細胞内に会食されていた結核菌数

は平均20前後であったので,家兎AM-細胞が

処理出来る毒力結核菌の数は大体このあたりだ

と推定出来た｡又この現象から次の様なことも

推定出来る｡即ち,会食細胞にとりこまれた毒力

結核菌がその宿主細胞に対 して毒性を示すまで

にはある時間的なズレがあるのであるまいか｡

会食細胞が結核菌を多 く会食するか否かは,要

するに細胞と菌が接触する機会の多寡によるも

ので,菌数比が高い程,又一定菌数比であれば,

細胞の動きが活澱な程,その機会は多いわけで

ある｡ここに一応-細胞が処理出来る限度を20

と仮定すると,あまりこの接触機会の多すぎる

場合には,細胞はまだ菌による毒性が発現しな
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いうちに20以上の菌を会食 してしまう場合が起

るのである｡そうなるとその細胞はとりこんだ

菌を処理することが出来ず結局死んでしまう｡

他方その様な機会がさ程高 くない場合には,細

胞はゆっくり菌を会食 して行 くので,菌の毒性

が発現される時間になると,細胞は20以下の菌

しか会食 してなくとも,それ以上に会食をする

ことをやめてしまう｡これは大岩等のいわゆる

も遊走阻止〝に匹適する現象と思うが,細菌は

しかしまだ余力を残 しているので菌によって活

動は停止 してもまだ殺されてしまうには至らな

いといった状態に留まるのである｡ここで若 し

培養条件が悪ければ細胞は菌に負けて殺され,

菌は細胞内で発育するが,そうでなければ,細

胞は菌を体内に保ったままその発育を許さない

という事態もあり得ると考えられる｡本実験に

おいては,この様な,細胞内発育をおさえるこ

との出来る結核菌の 限度は約20と推定された

が,その数は感作処置によって上昇せ しめられ

るという証拠は得 られなかった｡それ故,大量

菌数比の場合,感作家兎 AM の方が正常 家兎

AM に比 し,かえって死亡率の高い事実は,感

作細胞の方がより早 く,より多 く結核菌を会食

するためであろうとする想像を支持するもので

ある｡この会食細胞にとりこまれた結核菌によ

る毒力発現機序について考察 してみるに,本実

験において,同じ毒力菌液でも, 一方を 57oC

1時間の加熱とか,Streptomycin や INH の

添加とかによってその毒性が顕著に修正された

(図表 3及び4)という事実から,これは単純に,

ある菌体成分,例えばBlochのCordfactor(鋤
といったような物質が結核菌の毒性の主役を演

ずるものとは考え難い｡会食された結核菌が,

貴食細胞の中で生活を続けているというそのこ

とが,即ち毒性の発現につながるのであって,

会食細胞と結核菌の両者の代謝機構の中に,両

者に共通な代謝因子があって,両者のいづれか

がその因子を奪うことによって勝負がきまると

いう考え方はどうであろうか｡従って細胞と菌

のいづれもが活動を停止すればこの代謝因子の

奪い合いも停止するので,細胞の死亡も起らな

い筈であり,氷室内に入れた場合,死亡率の増
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加が見られなかった (図表 5)のはそのことを

裏書きすると思われる｡

次にBCG感作家兎 AMについて考察してみ

よう｡ いわゆる結核に対する細胞免疫の 問題

は,LurieやSuterをはじめ,現在までに多く

の研究者によって 考究されて来たoLurie(1)

は免疫家兎単核細胞が会食 した結核菌はその発

育が抑制され,その際免疫家兎血清の存在は菌

発育阻止を更に助長することを認めたが,Suter

(2)は感作家兎や感作モルモットの貴食細胞が

結核菌の発育を抑制するのは細胞自体の作用で

あって, 免疫血清の存在を必要としないと述

べ,Mackaness(7)はそれに反 して毒力結核菌

は感作家兎腹腔溶出細胞の中でもよく発育し,

免疫血清の存在もその発育抑制に役立たなかっ

たと報告 している｡Berthong(3)はモルモット

PM について,感作動物 PM の方が正常 動物

PM よりも結核菌発育制力が強かったとしてい

るが,その差は大きいものではなかった｡浅田

(4)は家兎大網乳斑細胞の組織培養により,感作

家兎細胞内における毒力結核菌の発育抑制並に

その際の感作家兎血清による抑制力増強現象を

観察しているO これらの一連の研究における諸

家の成績の不一致が絶えず論争と批判の対象と

されているところであるが,要するに培養条件

の不安定さに帰因するものと思われる｡ 殊に

Mackanessの Chamber法(1C?は優れた着想で,

彼以後のこの種の研究に示唆するところ大なる

ものがあるが,組織培養のための環境としては

不適当な面を持っている｡Fong(9)はその方法

を用いて毒力結核菌を会食 した家兎PMが変性

する点に注目し,感作家兎と正常家兎について

比較したところ,細胞変性は,感作家兎PMが

感作家兎血清と共に培養された場合にのみ著し

く低下せしめられると報告 した｡鈴木 (1カもこ
れを追試してこの結論に同調した｡これは前述

した如く,Chamberが小さいため細胞は変性

をうけ易いということと,判定が主観に左右さ

れ得るという点で批判された｡元来結核菌は発

育が遅い菌であり,不十分な培養条件下におい

ては,菌の方がゆっくり発育している間に,細

胞の方は急速に衰退していくということが考え
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られ, よほどはっきりした 指標を 求め ない限

り,正常細胞と感作細胞の比較を組織培養法で

以って追求しようとすることは意味のない試み

だという非難を否定することは困難である｡そ

のような諸点をふまえて,筆者は,これまでど

の研究者もとり上げなかった家兎 AM を用い

て,感作家兎と正常家兎の貴食細胞の比較を試

みた｡ その結果は,実験成績の項で述べた 如

く,結局感作家兎 AM における,結核菌に対

する抵抗力の増加という成績を得ることは出来

なかった｡それは要するに,家兎 AM は正常

家兎において既に相当結核菌に対 して抵抗力が

強く,感作処置によって,それが更に増加する

かどうかはこの実験では検出出来なかったとい

うことである｡本実験においては反対に,大量

菌接種に際しては,むしろ感作細胞の方が死亡

率が高い という, 一見矛盾した成績が得られ

た.つまり感作細胞の方が感受性が高まってい

るというわけである｡それに対 してアレルギー

の概念が導入さるべきかも知れないが,それに

しては過敏性が,無数の菌を会食 した場合にの

み起ることは説明困難である｡ むしろ培養初

期における感作細胞の活碩化ということの方が

前述したような理由によって,説明し易いよう

に思われる｡即ちその清子蚤性の故に,結核菌の

毒性によって細胞が貧食活動を停止する以前に

既に20個以上の菌を貧食する細胞の率が,正常

細胞に比 して多いということである｡これが原

因のすべてだとは言えなくても,その原因の一

部ではあり得よう｡ しかしとにかく, この様

な,感作細胞の会食能の活激化という現象は,

会食細胞というもの･の本来から考えて合理的で

ある｡但 しこの場合,この現象が結核菌感作処

置による特異的な反応であるか否かは不明であ

る｡

次に AM との比較について述べよう｡ 形態

学的には殆ど見分けのつかないMacrophage同

志であるのに,AM と PM に種々相違のある

ことは最近 注目されて来た点である｡ 例えば

Myrvik(30)は Ly80Zymeは AM に多いのに

PM には殆どjないことを指摘し,Dannenberg

(31)は Cytochromoxidase,Aminopeptidase,
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Succinicdehydrogenase, Acidphosphatase,

Esteraseの五つの酵素のいづれにおいてもAM

の方が PM よりも活性が強いことを指摘し,

Oren(32)は会食に際してのエネルギー源とし

て,AM は主として 0Ⅹidativephospl10rylation

に依存するのに反して,PM の方は Glycolysis

に依存 していることをあげている｡既にこの様

な相違点が指摘されている以上,毒力結核菌を

会食した場合,AM と PM とでは, 結核菌の

毒力に対する態度が異っていたとしても不思議

ではない｡本実験において,写真1,2,3,

4及び図表 9に示 した如 く,結核菌に対する真

金能と,菌の毒性に対する抵抗力の点で, AM

とPMの間には明かな相違が示された｡このこ

とは,これまでの研究者が結核菌に対する細胞

性抵抗力を論ずるのに,このように結核菌に対

して抵抗の弱い PM のみを 用いて 来たという

事実を反省せしめるに充分であろう｡PM は,

家兎腹睦内に流動パラフィンやグリコーゲンを

注入することによって採集されるが,その細胞

構成は,いわゆるPMの他に,リンパ球や多核

球も相当高率に混在 し,又,それ等の細胞は,

腹腔からとり出された時には,既に大量の油滴

を会食した状態であって,必ずしも正常なもの

とは言えない｡更に PM の中には,Fibroblast

が多 く含まれ,1-2日の組織培養の問にこれ

が網状に増殖して,形態がすっかり変ってしま

うことが多いが,腹月室からとり出された時には

殆ど形態的に PM と区別が 出来ない難点があ

る｡この様にPMの組織培養では培養の主体が

判然としない欠点もあり,この取扱いには慎重

であらねばならない｡それに反して AMの方は

殆どがMacrophageのみであるからその様な心

配は少いOもつとも,感作家兎や,感作家兎に

更にBCG死菌を静注 (これをMyrvikはChal-

1engeと呼んでいるが) して得られる AMの場

合は,AMの他に多核球やリンパ球を或程度含

むので同じような注意は必要である｡実験材料

としてこの様に AM は PM に比し多くの利点

を有するものであるが,なお若干の欠点を免れ

ない｡正常家兎 AM が既に結核菌に)対して抵

抗性が強いというのも,結核菌の実験にとって
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有利とは言えない場合もあろうが,その他に,

重大な欠点として,気管内の雑菌混入の危険性

がある｡本実験において筆者が悩まされたのは

Bordetellabronchioseptica の混入 であった｡

この菌は Tetracycline,0Ⅹitetracyclineの他

は感受性がない｡これが筆者の,組織培養系に

Penicillin や Strepromycin の代りに Tetra-

cyclineを用いた理由である｡この菌は季節的に

変動があり鵬)春から夏にかけては殆どこれに悩

されずにすんだ｡

総 括

正常家兎ならびに BCG感作家兎AMに結核

菌を会食せしめて, 組織培養的に その Host-

ParasiteRerationshipを考究 しようとして,結

核菌を貧食 した細胞の死亡率と,細胞の菌会食

率について観察した｡その結果,家兎AMに対

し著明な毒性を有するのは,結核菌のうちでは

毒力株のみで,弱毒株や無毒株では毒性が殆ど

見られず,毒力株でも,熱処理や,抗結核剤添

加,或は低温における培養などの処理によって

その毒性発現が著しく低下することを知った｡

正常家兎 AM とBCG感作家兎AMについて,

その細胞死亡率と菌会食率の比較を行ったとこ

ろ,会食率に多少の差が見られたが,感作家兎

AMの方がより強い抵抗性を獲得するというよ

うな事実は認めることが出来なかった｡その際

感作家兎血清の添加によっても成績に何の変化

も見られなかった｡同一動物個体から同時に採

集された AM と PM について,同様の比較が

なされたが,その結核菌による死亡率はAMに

比し,PM の方が遥かに高かった｡
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写真 1･ 家兎 AMっ結核菌液混合後 4時間目

写真 2. 家兎 AMっ結核菌液混合後 24時間目
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写真 3. 家兎 PM｡結核菌液混合後 4時間目

写真 4. 家兎 PM｡結核菌液混合後 24時間目


