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緒 言

Cryptococeus neoformansの 発 見 は, 1894年 に

Sanfelice, F. Dが 醗 酵果実中 よ り分芽菌を分離 し,

 Saccharomyces neoformansと 命 名 したのには じま

つている.こ れとほぼ時を同 じ くして1894年 には

Bueae, 0.2)が, 1895年 にはBuachke, A,3)が それぞ

れ人体感染例 について 報告 している.そ してBusse

はこの分芽菌 に対 してSaccharomycesと 命名 し本症

をSacchdromycosis hominisと 呼んで い る,本 邦

におけ る本菌 の分離 は, 1912年 に渡辺4)が 本菌 によ

る髄膜 炎例を記載 したのがは じま りであ る.そ の後

諸外国で も次 々と本症 の報告 が行 われ, Littman, M.

 L.5)のmonographに よる と1955年 迄に300例 以上

が報告 されて いる.本 邦に於て も1925年 に五斗6)が

報告 して以来久 し くとだえていたが, 1943年 頃か ら

の文献 を探 してみ ると,醸 母菌症 と云 う呼 び方で 中

枢神経系 のみな らず 各種部位 の感染例が散見 され る.

 1943年 に松甲7)はCryptococcusと 云 う呼 び名を用

いて報告 してい る. 1956年 に北本8), 1956年 に福 島9),

 1957年 に金子10) 1958年 に山川11)など,こ の頃か ら

急激 に本症 の報告例 が増して来た.現 在迄 に発見 さ

れ た本症 の数12)は,本 邦において も100を 越 え るの

で はないか推定 され る.こ れ らの事 実は,真 菌症 自

体の増加 と云 うよ り,近 年 真菌症 全体にむ けられて

い る関心の たか ま りを裏書 きしてい るのではないか

と考え られ る.

われわれの居住 している岡山地 方に於 て も上 にの

べた傾向は例外で はな く, 1959年 に小川19), 1960年

に大和14)の報告 にみ られ る他,毎 年2～3例 が発見

されてい る.現 在迄 に判明 してい る症例 のみですで

に15例 に達 し,こ の中6例 は 自験例で ある.

6例 の 自験例 の うち,生 前 診断を うけた ものは4

例 であ り,こ の うち2例 はすで に死 亡 して お り,生

存 中の2人 の うち1人 は,目 下 治療を継続 中である.

本症の治療 にはAmphotericin Bが 最 も推 奨 されて

いるが,本 症 の予後は極 めて悪 く,本 剤 を もつ て し

て も完全 に治癒 せ しむ ることは不可能 に近 い.

ところで本症 の疫学 については 明 らかでない こと

が多 く,個 々の症例 について もその発症要因を みつ

けうことは全 くと云 ってよい くらいなされていない.

そこで先ず本 菌の分布 を明 らか にす ることによ り,

その予防上 の第一要 因を明 らか に しようと企てた.

実験1　 鳥類排泄物か らの菌の分離

実験材料及ぴ実験方法

岡山地方 の分散 した地区 より,無 作為 的に66ケ 所

を選 び, 91サ ンプルを集めた.時 期 は1960年 か ら

1964年 迄の5年 間で, 5月 か ら10月迄 に採取 ・培養

を行 つた.サ ンプルは鳥類 の排 泄物 を用 い,鳥 類の

種類 は,飼 鳩61,鶏25,メ ジ ロ3,つ ばめ2の 割合

で あつた.い ずれの場合 も巣 の中にちらばつてい る

乾燥 した排泄物を用 いた.

採取法:無 菌処理 を した大 きさ15×10cm2の ビニ

ール袋 を用意 して採取地 におもむ き
,排 泄物を入 れ

たあ と,ゴ ムバ ン ドで袋の 口を密封 し,研 究室 へ も

ちかえ り,無 菌操作 によつて滅菌試験管 に入れて実

験 に供 した.

懸濁液の作製:排 泄物 の1つ まみを直径2.5cm×

長さ15cmの 試験管 に入れ,滅 菌生理的食塩水を約

4倍 量 になるように加 えた.あ らか じめ滅菌 した ゴ

ムキ ャップを しめて,約10分 間放置後,排 泄物 が充

分湿軟 した頃 に約5分 位強 く振盪 し,更 に10分 間静

置後 白濁 した上清を ピペ ッ トで とり以後の検査のた

め別の滅菌試験管へ移 した.

雑菌 の防止:鳥 類排泄物中の雑 菌の発育 を防止 す

る目的で抗生物質を使用 した,方 法は
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Fig. 1 Method of Isolation of Cryptococcus neoformans

A:上 清1㏄ につ い てPenicillin 1万 単 位Strepto

mycin 2mgを 加 え て お く.

B:上 清1㏄ に つ い てChloramphenicol 0.7mgを

加 えて お く.

C: Sabouraud氏Dextmse Agar 1平 板 につ い て,

 Chloramphenicol 1mgを 加 え て お く.

の いず れ か に した.

分 離 培 養 法(Screening):以 下 の方 法 の い ず れ か

で 行 つ た.

a: A処 理 又 はB処 理 の上 清 を マ ウス の腹 腔 内 に

0.5～1cc宛 接 種 して10日 か ら2週 後 に肺,肝,腎,

脾 を と りホ モ ジ ェナ イ ズ してC処 理 培 地 に培 養 し

た.

b: A処 理 又 はB処 理 の 上 清 をSabouraud氏Dex

troae Agar平 板 に直 接 塗 抹 した.

c: A処 理 又 はB処 理 した上 清 を, Littman氏

Liver Spleen Glucose Blood Agarに 塗抹 した.

d:上 清 を す ぐC培 地 に 塗抹 した.

次 に, 24時 間 ～48時 間 培 養 後,糸 状 菌 と混 じて 生

じた集 落 よ り 白色 ク リー ム様 の もの を 選 択 し培 養 を

行 つ た.

選 別(Selection):疑 しい 集落 は す べ て 釣 菌 され,

糖 醗 酵 試 験, slide培 養, urease試 験,墨 汁染 色 に供

され た.

確 認: (Confirmation):図1の 如 く行 つ た,即 ち,

1):マ ウ スの 脳 内接 種 で病 原 性 を観 察(脳 水腫

を 起 して死 亡 す る),カ プ セ ル を証 明す る こ と.

2):糖 同 化 培 地 でDestroee, Maltose, Sucrose,

 Galaotoeeは 利 用 す るが, Lactaeを 利 用 しな い.

3): KNO3を 利 用 しな い.

4):細 胞 外で ん ぷ ん 形 成能 が あ る.

5): 37℃ で 培 養 可 能.

以 上5つ の条 件 を す べ て 満 足 し た 場 合, Crypto

coccus neoformansと 確 認 し た.

成 績

図2の 如 くメジ ロの糞 よ り1株,飼 鳩 の糞 よ り8

株 のCryptococcus neoformansを 検 出 した.又 飼

Fig. 2. Distribution of Cryptococcus neoformans

 (AnriI～August. 1960～1964)

Notes c. n.: Cryptococcus neoformans•~

: Places where specimens were collected.•œ

: Places where c. n. was found.•›

: Places where cryptococcal patients 

appeared.
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鳩 の糞 よ りCryptococcus dijfluensを1株 検 出

した.各 鳥類 間の検 出率は,対 象数 が異 るので比 較

はで きないが,鶏 よ りは1株 も検 出で きなかつ た.

飼鳩を対象 に行 つた採 取地 に対す る検 出率で は10,7

%で あつ た.サ ンプルに対 しては13.1%で あっ た.

地域的 にみ ると,瀬 戸 田町,倉 敷,児 島,岡 山と

南部の地域 に.比較 的多 く検 出されて お り,北 部 の地

域で は検 出され なかった.

患家 との関係 は, 1患 者 の メジロの糞 よりCrypto

coccus neoformansを 発見 してい るのみで,そ の他

各患家の各種鳥類の糞 について検 出を試み た結果 は

すべて陰性で あつた.

実験2　 鳩株 と人体株 との比 較について

実験材料及 び実 験方法

使用菌株:実 験1で 得 られ た鳩株A1, C2, Cg,の

3株 及び1960年 大和14)の報告 にな る人体株:倉 田株

Cryptococcus neoformansに つき実験 を行 つた.

使用動物:市 販の健康な雑系 マウス(体 重15g)

を使用 した.

接種方法:脳 内(IC),経 鼻(IN),静 脈内(1V),

腹腔 内(IP)の 各方法で各群5匹 あてマウスを使用

した.菌 はSabouraud氏Dextrose Aear上37℃.

 48時 間培養の ものを生理的食塩水 に浮遊 し, IC. IN

では0.04cc (1mgの 菌量), IV, IPで は0,12cc

 (1mgの 菌量)を 接種 した.

病原 性判定 の方 法:接 種後10日 目及び14日 目に剖

検を行 い,脳,肺,肝,腎,脾,等 の肉眼的所見,

並 びに検鏡所見 を判定 し,病 原性 の基 準 とした.病

理組織 はCarnoi固 定 後, Hematosylia-Eosin染 色

並 びにPAS染 色を行つて,各 臓器 ごと2枚 の 標本

を作製 した.

成 績

1.病 原性の比較:表1の 如 く各臓器内に病巣が .

分布 してい るのがみ られ る.組 織学 的に分 布病 巣の

数 と大 きさ,嚢 胞性病 変の出現,肉 芽性 炎症反応,

菌体の量等 を併 わせ考 え病変 の程度 を次 の如 く判定

し(±)～(〓)の 記 号で表示 した.

異常所見のないもの…………………(-)

炎症性反応病変はないが菌体を認めるもの…(±)

少数の炎症性反応病巣のあるもの……………(+)

(+)と(〓)の 中間的病巣の拡がりを

示すもの……………………(〓)

高度且きわめて多数の炎症性反応病巣

のあるもの……………………(〓)

Table 1 Pathogenicity to Mice of Pigeon Strains (A 1, C 2 and C 9)

 and a Human Strain (Kurata)
-Histopathologic Changes-
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その結果表1の 如 く,倉 田株 では著 し く病 巣の拡が

りはつ よ く,鳩 株 は病原性 が低い ことを示 してい る.

鳩株 の間 では, C9に やや軽い病巣が あるという程度

で本質 的な差は み られ なかつた.

鏡検所見 を更 に詳 し く観察 してみ ると,組 織像で

は4株 の間 に差 がみ られず,融 解性嚢胞状病変 と肉

芽 性病変が いず れの場合に もみ られ た.組 織 内で の

菌の形態 は,肺 では直 径20μ 迄の菌体を有す る もの

が多 く,そ れ らは厚い莢膜を有す る もので あつた.

しか し肉芽性 炎症の組織で は菌体 も小 さ く,莢 膜 も

薄 く又 はみえない ものが多 かつた.

鳩株 について各臓器 の病 巣をみ ると, ICで はIV

と異 な り,髄 膜炎の型 をと るものが多かつた.そ の

殆 んどは肉芽性病変 が多いが嚢胞状病変 も時 にはみ

られた.し か し脳実質 内では嚢胞状病変の みで あつ

た.肺 で はIV, IN, IC, IPい ずれ の接種方法 によ

つて も病変が み られ組織学 的 には 肉芽性炎症 のつよ

い カタル性肺炎 の像をみ とめた.弱 い病巣 ではカタ

ル性肺炎 の形 を とり.細 胞浸潤 は強 くないが,多 数

の菌体 を肺胞 中隔内や肺胞 内にみとめ.一 部で は肺

胞 の中に菌体 が充満 して いるの もあつた.肝 では肉

芽炎性 の小結 節性病巣 が主体 をな し散在性 にみ とめ

られ る.脾 は脾腫を と もない,嚢 胞状 の病 巣を もつ

ものは少 く,殆 ん どが リンパ 濾胞 の腫 大,細 網細胞

の増殖 を呈す るもので あつ た.腎 では軽い実質の変

性 はみ とめたがCryptococcus neoformaneに よ る

明瞭な病巣 はみとめなかつた.

2.諸 臓器 への蔓 延: IC接 種群ではA1株 やC2株

の腎をのぞいてすべ ての臓 器に菌の転移をお こ して

い る, IN感 染で はAt株 の肝 に病変をみ とめ るが,他

は肺 に強 い病巣 を形成 してい るの みで,肺 か らその

他 の臓器への菌転移 はみ とめ られなかつた. IP接 種

群 では倉 田株で は脳 への転移がみ とあ られ るが,鳩

株 ではみ とめ られなかつた. IV接 種群 では肺,肝 に

は病変が みとめ られ るが,脳 に菌 の転移 をお こした

のはA1株 のみであつ た.

3.分 離菌 の性 状:や や 茶色 に染 つた白色 ク リー

ム状 の集落 として生 じ,こ れをLactophenol cotton

blueで 生染 し検鏡 して みると,大 き さ6～7μ の円

形の酵母様細 胞で莢膜 はみとめなかつた.マ ウスの

脳 内接種 によ り細胞 の直径 とほぼ等 しい 巨大 な莢膜

tの形成をみ とめ た.こ の莢膜 も, Sabouraud氏Dex

rose Agarへ 移植す ると消失 しは じめ, 2代, 3代

と継代す る につれて ます ます薄 くな り,つ いには単

な る円形 の酵母 様細胞の み となつてい るのがみ とめ

られ た.一 度37℃ で 培養可能で あつた菌で も,一

且25℃ で継代培 養を続 けてい ると,再 び37℃ で

培 養 して も,良 好な発育状態 に戻 る迄 に2～3代 の

経 過を必要 とした.倉 田株 は, Brain heart infusion

 glucose blood Agarで 厚 い莢膜 を形成 したが,鳩 株

では同培地での莢膜形成 はみ られなかつた.か よう

な菌の性質 は,検 出株 のいずれ に於 て も同様で あつ

た.

総 括 及 ぴ 考 案

Cryptococcus neoformansの 自然界 におけ る分布

について は, 1950年 にEmmons, C. W.15)が 土 より

の分離 に成功 して以来 引続 き1951年 にEmmons, C.

 W.16)が ヴ ァージニア州 の 土 か ら, 1954年 にEm

mons, C. W.17)が メ リー ラン ド州 の鳩 の排泄物か ら,

 1955年 にEmmens, C. W.18)が ヴ ァー ジニア州 の鳩

の排 泄物か ら,更 に1955年 にMenna, M. E.19)が 土

か ら, 1957年 にKao, C J.20)が 鳩の排 泄物か ら,

 1958年 にAjello, L.21)が 土 か ら1959年 にLittman,

 M. L.22)が 鳩 の排泄物 か ら, 1960年 にEmmons, C.

 W.23).が 鳩の排泄物か ら,夫 々主 として アメ リカで

分離 を試み0.6%～72%の 検 出率で あつ たと報告 し

てい る.特 に鳩の排泄物か らの検 出率 は著 る しく高

く, 36～72%の 高率 に見 出されて いる.日 本 では,

山本Pt)によると, 1957年 に東京で の検 出率 は80%で

あつた と云 う.外 国 ことにアメ リカで は,野 鳩 の棲

息が多 く本邦で は稀で ある。一方伝書 鳩はかな り家

庭 で飼 つて お りその管理 には子供 があたつてい るの

が常で ある.こ の岡 山地方で の鳩 も大部分 は家 庭に

いる伝書鳩 である.著 者 は人体 への感染 源 として こ

の地方で は飼 鳩に意義 がある ものと考 え殆ん どのサ

ンプルを飼鳩 に もとめた.そ の検 出率 は以外 に低 く,

前 にあげた諸 氏の成 績 とはかな り食い ちがいがみ ら

れた.し か し13.1%の 検出率 であつた ことは,重 要

な感染源の意味を もつてい ると考 え る.飼 鳩か らの

検出率 と,土 鳩か らの検 出率 との食い ちが いは排 泄

物の古 さに関係が あろう.鳩 の高い体温の ために鳩

自身の感染症 はな く,そ の腸 内か らの本菌 の培養 も

不成功 に終 つて いることは, Littman, C. W.5)も そ

の著書 の中で のべてい るが,又Emmons, C. W.25)の

云 うごと く,鳩 の糞 の菌 は堆 積 した排 泄物に増殖 し

たいわゆ る腐生的な ものであろ うと云 うことも,著

者 の検索 成積か ら推察でき る.

他方本邦 に於て も養鶏業の企業化が進み,各 地 に

大養鶏場が経営 されつつ ある現況 に注 目 し て 若 干

の鶏 について も本菌の検 出を試 み た が,い つ れ も
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菌 を検 出 す る こ とが で き な か つ た.こ の 問 題 は 今 後

の 研 究 に俟 た ね ば な らな い が,に わ と りの糞 に本 菌

が 検 出 され る ご とに な れ ば養 鶏 家 の職 業 病 と して 注

目さ れ る必 要 が あ ろ う.

著 者 の 検 出 したA1, C2, C9の 鳩 株 は いず れ も,

 1)菌 糸 を 作 らず, 2)糖 の醗 酵 を行 わず, 3)マ ウ

スに対 す る病 原 性 を 有 し, 4)焚 膜 を 有 し, 5)乳 糖

の利用 を行 い 得 ず, 6) KNO3を 利 用 せ ず, 7) 37℃

で発育 可 能 で あ り, 8)細 胞 外 で ん ぷ ん 形成 能 を保

有 して い た か らLader and Kreger Van Rij, Ben

hamよ るCryptococcus neoformansの 証徴 を 完全

に 満 足 す る も の で あ つ た. Littman, M. L.26)は

Cryptococcus neoformansの 分 離 同 定 に 際 し て,

 screening, selection, confirmationの3段 階 に わ けて,

 selectionの 段 階 でurease試 験 とslide培 養 の併 用

を推 奨 して い るが,著 者 は糖 の醗 酵 を併 用 した.つ

ま りこの 段 階 でgasを 発 生 す る もの を す べて 除 外

して次 のconfirmationへ 進 ん だ.日 常 の 同 定 で は,

このselectionが む つ か しい の で あ るが,特 にglu

coaeでgasを み と め る もの は 除外 して も よ い の で

はな いか と考 え て い る.

以 上 の様 に 同 定 され た3株 の 菌 は,同 じ くCrypto

coccus neoformansで あ つ て も,倉 田株 と比 べ る と

マ ウス に対 す る病 原 性 に か な り差 の あ る こ とが わ か

つ た.鳩 株 と人 体 株 に つ い て 詳細 な 成 績 を 提 供 して

い る もの は少 な く,わ ず か に螺 良27)がET50 (Effec

tive Fatality Time 50%,平 均 致死 日数)に よ つ て

計 算 して い るが,そ れ に よ ると ア メ リカ 由 来 の人 体

株 と鳥 類 か らの分 離 株 と の 間 に は あ ま り差 が な い と

して い る.

更 に接種後の菌 の転移 の問題 について検討す ると,

人体例で は圧倒的 に髄膜炎型 が多 くみとあ られて い

る.又Littman, M. L.5), Emmon, C. W.25)は 肺 に

初感染病 巣を作 り,そ れが各種 の条件の もとで発病

に至 る と云 う推定を行つてい るが,著 者 の実験で は

鳩株 も人体株 もいず れを とつて みて も, IN感 染例

で は脳ヘ の菌転 移がみ られなかつた.又IV接 種で

はかな り強 い嚢胞状 病巣を脳 に作つて はいて も,髄

膜炎型 の病巣 は ごく稀 であつた.つ まり人体で多い

とされて いる髄膜炎 の感染 経路 については,必 ず し

も肺か ら髄膜 へと云 う方 向だけではないか も知れな

い.こ の点は今後 の問題 と して充 分検討を要す ると

考え る門

次 に一般 の見解 として,培 養時37℃ で発育す る

ものをOryptocoecus neoformansと し,分 離 培養

時 に37℃ に発育 しない もめは除外 され る傾向 にあ

るが,著 者 の検討 では,こ の方 法ではCryptococcus

 neoformansを 見逃 すおそれがあ る.即 ち長 く25℃

の状 態で継代 培養 を続 けてい る株 を急 に37℃ で培

養す ると,集 落 を作 り難い ことを しば しば経験 した.

長時 間培養 し,代 を重 ねてゆ くと次第 に37℃ の培

地上 でよ く発育す るよ うになつて くる事 実を知つた.

従つて,人 体,自 然界 を問わず本 菌は37℃ 以下 で

も生存が可能 であ るか ら,本 菌 の分離 を試 みる時 は,

必ず25℃ と37℃ とで培養 を行 うべ きと考 える.

結 論

1.岡 山地方の鳥類 と くに飼鳩の排泄物について

Cryptococcus neformansの 分離 を試 みた.そ の結

果,飼 鳩の排泄物56ケ 所 より61サ ンプルを得, 8株

のCryptococcus neoformansを 検 出した.

2.検 出株 の うち, A1株, C2株, C9株 の3株 につ

いてマ ウスに対す る病原性 を検討 した ところ,人 体

由来の倉田株 のそれに比 して,か な り弱 いことが確

かめ られた.

3.マ ウス体 内で のCryptoeoccus neoformansは

2種 の病 巣を作つた.即 ち融解性嚢胞状病 変 と肉芽

性 病変であ る.

4.経 鼻感染実験 によると脳への菌転移が困難で

あつた.静 脈 内に接種 した場合,脳 に生 じた病 変は

脳実質 内の嚢胞状病変の みで,髄 膜炎型の病変はみ

られなかつ た.

5. Cryptococcus neoformansは37℃ で培養可

能 であつたが, 25℃ で継代 してい るものを37℃ で

継代 しよ うと して も, 1代 目では集落を作 り難い こ

とを みた.

6.莢 膜 は,動 物体内では大 き く,培 地上 へ移す

と1代 で殆ん ど失 われ るか,極 めて薄 くな ることが

わかつ た.

(本論文の要 旨は,日 本結核病学 会中国四国第11回

地方会 にて発表 した。)

(終 りに臨み,御 指導,御 校閲を戴いた岡大小川 病

理学教室の小 川教授並びに堤 助教 授に深 く感謝致 し

ます。)
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Abstract

Isolation of Cryptococcus neoformans from the pigeon excreta in the Okayama district was 

attempted. As the result, 8 strains of Cryptococcus neoformans were isolated from 61 specimens 

collected at 56 different places in the district.

1. Studies on the pathogenicity to mice of 3 isolated strains, A1, C2 and Cs, revealed that 

pigeon strains were less pathogenic than the Kurata strain isolated from human cyptococcosis.

2. In the mice, Cryptococcus neoformans provoked 2 kinds of lesions, either cystic or 

granulomatous lesions.

3. By way of intranasal inoculation the fungal metastasis to the brain was difficult, 

whereas intravenous inoculation induced cystic lesions within the parenchyma of the brain in

stead of meningitis in the most instances.

4. Though the Cryptococcus neoformans was able to be cultured at 37•Ž, the strains which 

had been cultured at 25•Ž was difficult to produce large colonies in the first generation at 

37•Ž.

5. The capsule of Cryptococcus neoformans was large in vivo but it was found to disappear 

or become thinner on transplantation to a culture medium.


