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Ｉ. 序 言

伝染病を理解するためには,宿 主と寄生体との相

段関係をあらゆる角度より検討把握することにある,

かかる伝染病の成立を決定するものは,宿 主の体内

に入つてそこに第一次病巣を作るための侵入力,或

いは感染力であり,こ の病巣から進展して,更 に特

有の病巣を呈する発症力である.こ の2者 を決する

条件は菌側からいえば毒力であり,宿 主側からいえ

ば種属による感受性,個 体差,免 疫等であるが,こ

れも一概にはいえず,菌 量,感 染経路によつて大い

に左右される1).

著者は発症力に関する菌の各臓器への移動定着増

殖に関して,各 種経路による差異,時 間的推移を追

究する事は伝染病の本態を理解する上に重要な問題

と考え,又 免疫の原理に近づ く所以と考える.

かかる各臓器における病毒量の推移に関する実験

は,細 菌学のみならず,ウ イルス,リ ケ ッチァ学に

於いても,屡 々行われている方法である.細 菌学方

面では,特 に結核菌においてこの種の研究が多 く,

宿主体内における生存増殖及び死滅の経過を追究す

るため,動 物臓器より,菌 の培養を行うことにより

決定 している. 1928年Lurie2)が 家兎を用いた実験

を嚆 矢 と して, Wessels3), Fenners等4) 5),小 川

等6) 7),水 之江等8),加 藤等9)が ラッテ,マ ウス,家

兎等を宿主として,数 多くの興味深い研究を発表 し

ている.こ の外の病菌においても,サ ルモネラ属,

スピロへーター等に関する文献が散見される,乍 然

上記の如き宿 主動物の臓 器をhomogenizeし て一

定量を培養方法によつて,菌 数決定を行う場合は完

全無菌操作によらねばな らず,又 適当濃度に稀釈を

行う必要があり非常に誤差を生じやすい.そ の上得

られた結果は,生 菌数のみの測定結果が得られ,増

殖不能,若 しくは死滅菌は無視される結果となる.

特に免疫動物における菌の分布を追求する場合には,

免疫反応の結果,菌 が死の転機をとる場合が多 く,

かかる場合には生菌数測定は不可能に近 くなる.か

く考 え る と,最 近生 物学 研究 に利用され出した

Radioisotopeを 用いて菌を標識 し,菌 の行方を放射

能を指標として,各 臓器につき検索する場合は,既

存の実験成績 とは更に広範な,又 新しい知見が得 ら

れるものと思考する.

しか し各種細菌をP32或 は, 1131等で標 識し生体

内分布を観察 した実験は割合に少 く, Ely10)に よ

る大腸菌,黄 色ブ ドウ球 菌 をP32に より標識して

白鼠につ いて行つ た実験, Hevesy11)の 結核菌を

P32で 標識 して行つた実験, Peasaon12)に よる糸状

菌をI131で 標識 して行つた実験,本 邦では山村13)の

結核菌をP32で 標識せるもの,倉 光等の連鎖球菌と

同じくP32で 標識せるものによる実験である.

著者はP32を 培養基 内に添加 し, P32標 識チフス

菌としたものを用いて生体内分布の追求が如何に実
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菌数と併行し得るや否やの基礎的研究を行い,又 更

には色々な接種ルー トによる各臓器への分布状態及

び時間的消長を検討 した.又 被免疫マウスに於ける

菌分布も追求を行い,些 かの知見を得たので結果を

報告 し御批判を仰 ぐ次第である.

Ⅱ. その1.基 礎 実 験

緒 論

P32を 以て標識菌とした実験は既述の如 くEly10) ,

 Hevesy11),山 村13)倉 光等14)の 報告 があるが,サ

ルモネラ属の諸菌におけるP32使 用 の実験は,三

橋等15)が 僅かに行つ てい るに過ぎない.よ つて著

者の企図した実験に於 いて も如何にしてP32を ラ

ベルした場合が最 も長 く附帯するか,又 生体内接種

を行つた場合何時間までそれを示標として追跡可能

かが大きな問題となつてくる.か がる目的を以て試

験管内実験,臟 器内生産数測定方法 と併行 して基礎

実験を行つた.

実 験 材 料 及 び 実験 方 法

1) 実験材料

供試細菌:当 教室 保存のSal. 57Sを 常法によ

り継代し純化を計 り供試した.

P32:英 国原子力会社より輸入せるものでH3PO4

の化学的性状のもので使用前にあたりpHを7 .2に

修正して使用に供 した

2) 実験方法

P32標 識菌作製法:供 試菌をあらかじめブイヨ

ン液体培地に, 18時間培養,液 体培地へ順応せ しめ

た菌をP32 120μc/100ccに なる如 く添加 せるブイ

ヨン培地に接種し, 3時 間又は18時 間incubateし

てP32で ラベルした. 18時間培養を行 う場合は,接

種菌 量は,ブ イ ヨン100ccに 対 して1mg程 度と

したが, 3時 間培養の場合は,培 養時間中の増菌が

少ないため,実 験使用量等を考 慮して, 100mg程

度 を投入 した.又 静菌状 態で ラベルする場合は

1/1000mol燐 酸緩衝液中にP32を 添加し
,更 に基質

としてglucoseを 加えて2時 間呼吸を行わしめた.

かかる操作を行つた後,遠 心沈澱して集菌し,菌 塊

を冷生理的食塩水にて2～3回 攪拌洗滌 し,こ れを

生理的食塩水に均一に浮游せしめて供試 した.

動物体内P32分 布測定法

P32標 識菌を接種 し,一 定時 間後にエーテル麻酔

により屠殺 し,解 剖 して,所 定臓器を採 り,秤 量 し

た後に,硫 ・硝酸法により湿性灰化を行い16), Mg

mixtureに よる燐モ リブデン酸アンモンの沈澱とし,

 G-M counterで 放射能を測定 した.

動物体内生菌分布測定法

上記の方法にて得られた各臓器の一定量を,カ ッ

ター付ホモジナイザーで3～5分 均等乳剤 とし,そ

の一定量をとつて階段稀釈後,寒 天培地に混釈培養

を行い, 24時間, 48時間後に,そ の集落数を計算し

た.

実 験 成 績

a) 試験管内実験

細菌をP32で ラベルす る場合には,色 々の方法

が考え られる.例 えば

① 静菌状態でP32添 加燐 酸緩衝液中に浮游せ

しめ, 1～2時 間incubateし てラべルする方法,

この場合glueose等 適当に基質を加える事がある.

② 培養菌を処 定量集め,こ れをP32を 添加し

たブイヨン等の液体培地に投入 し, 2～3時 間の短

時間再培養を行いラベルする方法14).

③ 初めよりP32加 ブイヨン培 地等に接種 し18

時間培養を行 う方法等がある.

表1　 各培養法による洗滌時P32游 出

量の比較

菌量: 100mg

何れの方法 も一長一短があるが,こ れらについて

優劣を決定する意味で,比 較実験を行つた.先 づ生

理的食塩水にて,洗 滌す る場 合のP32の 上清への

移行状態を実験 し,表1に 示す成績を得た.但 し実

験は常温にて行つた.

洗滌に使用した菌は一試 料につき100mg(湿 菌

量),数 字は上清側に移 行したP32量 を示す,但 し

ラベル時菌液より集菌直後の菌体内P32を1,000と

す.

第1回 洗 滌上清のcount数 が非常に多いのはラ

ベル時溶媒の残存と菌体周囲に附着していたものの

游出と考えられる.各 ラベル方法の差異に洗滌回数

を増すに従つ て著 明 であ る.静 菌状態にてラべル

した場合は回数を重ねても,上 清への移行count数

の減少 す る場合 が少 く,他 に比 して非常に多い
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countを 示 している.特 に実験を常温で行つ たため

に竹原16)の 実 験に比 して大量 の游 出をみている.

培 養状態 ラベルは静 菌の場合に比 して2回 洗滌よ り

減少 してお り,回 を 重 ね る に 従 つてContamina

tion程 度 の価 に ま で 達す る.

培 養3時 間 と,培 養18時 間 を比較する場合 は,後

者 の方がP32の 游 出が少ない成績 を得た.

次 にP32ラ ベ ル菌 を37℃ にてincubateし た 場

合のP32游 出実験を行つた.集 菌後2回 洗滌を行つ

た菌を供試 し,又 著者の企図する実験が動物体内実

験であるため,浮 游溶媒には健康家兎血清を生理的

食塩水にて5倍 稀釈せるものを用いた.

供試細菌は18時間培養 ラベル菌と, 3時 間培養 ラ

ベル菌の両者 のみ とし,何 れ も生菌と死菌(60℃

 30分処理)の 場合とを検討 した

(血清は死菌処理後添加す).

表2　 Incubate時 に お け るP32游 出 実 験

(〔 〕は 死歯処理にて游 出せ るcount数 を差 引いたもの)　 【 】は死 菌処理後の 菌 体内 量

洗滌菌を10mg/ccに なる 如くし,三 角コルベン

に分注して, 37℃ のフラン器 内に静置せ しめ, 30

分毎に振盪を行つた.時 間的に一定量を取 り出し,

高速遠心 沈澱を行 つて,上 清中のP32 count数 を

計測 し,元 の菌体内count数 に対 す る比率を求め

た.

なお死菌処理の場 合は処理時に,上 清中に移行す

るP32が 相当量あるため,成 績 に は死菌処理後の

菌体内count数 に対する処理法の上清移行のcount

数の比率を求めた.

18時間培養と, 3時 間培養を比較する場 合,前 者

の方が,後 者に比 して游出の速度が遅い事が分り,

 incubate 6時 間で, 18時間生菌は31%, 3時 間生菌

は41%の 値を得た.

又生死菌を比較する場 合は,死 菌処理によつて元

のP32量 の1/3程 度が速かに失われるが,そ の後の

游出は生菌に比べて非常に緩徐であり, 10時間て13

×17%程 度の游出のみであつた.

以上の実験成績より18時間培養ラベル菌>3時 間

培養ラベル菌>静 菌状態 ラベル菌の順に游離 し難い

事 が判つ た.こ れ等の原因はP32の 入 り込 む場所が

問題 になつて来 る.よ つて これ等 の ラベル方法 によ

つ てP32のIncorporationの 様 相を, Schneider法

に よ り酸溶性燐,脂 質燐,核 酸+蛋 白燐 に分 けて検

討 した.生 理的食塩水にて2回 洗滌せ る ものを供試

して分 劃を行い,各 分劃へのIncorporationを%に

て示 した.

表3　 P32ラ ベ ル 条 件 に よ る 各 燐 分 劃

へ のP32 Incorporation

表3に 示す如く,静 菌状態のものは,殆 んどが酸

溶性燐 であり,脂 質燐 以下は20%以 下 であつた.培

養状態に て ラベル した 菌は,核 酸及び蛋白燐への

incorporateが 著 明 に増大 しており,特 に18時 間 培
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養のものは50%以 上が この分劃に入つている事が判

明した.

図1　 P32標 識 菌腹腔内接種に 於け るP32 count数 と生菌数の推移

図2 P32標 識 菌静脈内接種に於け るP32 count数 と生菌数の推移

b) 動物体内実験

試験管内実験によるP32游 離の検討の結果より,

P32ラ ベル菌を使用する場合は18時間培養 ラベル菌

が最も適当と認め られるので,こ れを供試菌として

マウスを用いて生体内実験を試みた. a) に於ける

と同 様の方法にてP32の ラベルを行つた.標 識後

3回 洗滌して,マ ウスに接種 し時間的に屠殺後,各

臓器におけるP32量 の測 定 と,生 菌数測定とを併

行 して行い両者を比較検討して追跡可能域を想定せ

んとした.菌 接種ルー トは,腹 腔内及び尾静脈内の

2法 を選び,実 験臓器は肺,肝,脾,腎 を選んだ.

成績はP32 count数 は臓器単 位 重量当りのcount

数に換算し,生 菌数は10-5稀 釈 の価をそのまま単

位重量当りの数に換算し,同 一実験例毎に比較 し得

るようにして図示 した.

腹腔内接種における成績は,図1に 示す如 くであ

る.肺 についてみ ると, P32 count数 は4～5時 間

を頂点として緩かな曲線をたどり,一 方菌数の方は

6時 間頃まではcount数 曲線 と平 行するが,そ の

後は急速に上昇曲線をたどつている.肝 に於いては

P32 count数 は3時 間までは増加し,そ の後は増減

があまりなく定常状態を維持 している.菌 数はこれ

に反して5時 間以後急激に減少している.脾 におい

てはP32量 は3時 間まで 急上 昇して,そ の後は長

時間に亘つて僅かつつ増加した結果が得 られ,菌 数

は前2者 の臓器より傾向を異にし, 3時 間目にピー

クを有する曲線を示 し,5時 間

辺りで激減しその後再び菌数は

増加する結果が得 られた.

腎においてはP32 count数 は

3時 間にピークを有しており,

その後は減少 して一定の値を保

つている.

次に尾静脈内接種の場合に於

ける成績は図2に 示す如くであ

る.腹 腔内接種の場合に比して,

1時 間値以後の変動が少いのは,

接種ルー トが静脈内であるため

1時 間値(こ れを実験例の最初

にしてある)に おいて既に定常

状態に達 しているためと考えら

れる. P32 count数 についてみ

ると, 1時 間より8時 間に至る

間は大した変動がなく,長 時間

観察すると肝を除いては徐々に

減少する結果が得 られた.菌 数

は何れの臓器においても1時 間

でかなりの高値を示 し,そ の後

4～6時 間でやや減少 した後に

徐々に増加する傾向を示した.

以上の成績でマウス生体内に

接種 した場合各臓器における生

菌数が一時減少 し,後 速かに増

加する成績を得たため,全 身ホ

モジナイズ法によつて生菌数の

推移を検討した.腹 腔内,静 脈

内共に5mg/cc菌 液0.1ccを
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接種した.

全身ホモジナイズを行 う関係で,マ ウスは幼弱な

ものを選んで行つたため,他 の実験の場合とは幾分

異る危惧はあるが,下 記の如き成績を得た.

表3　 マウス全身内における生菌数の推移

即ち4時 間前後で,生 菌数の減少を来 し, 6時 間

以後において,急 激な増加を認めた.次 に基礎的対

照として 脚 のみ(1匹 について1μc)を 注射 し各

臓器へのIncorporationを 単位重量当りで図示 した

(図3, 4).

図3　 P32の み腹腔内注射に於ける各臓器への分布

図4　 P32の み静脈内注射に於ける各臓器への分布

腹腔内注射の場合は1時 間ですでに高い価を示 し,

 count数 は肝,腎,脾,肺 の 順 であり, P32ラ ベル

菌接種の場合とはやや趣きを異にした.又 静脈内注

射の場合は菌接種の場合と同様1時 間で高値を示し

しかしP32 count数 は肝,肺 において高 く,脾,肺

は低く同程度の価を示 した.

小 括 及 び 考 按

既述の如 く,細 菌をRadioisotopeで 標識して,

これをもつて細菌の体内分布を追求する場合には,

如何にしてラベルし,如 何なる時間までこれを指標

として追い得るかが問題となる.か かる点を解決す

るために,著 者は上記の如き実験を行つた次第であ

る.

すでに今までに単細胞のものをRadioisotapeで

ラベルし追跡する実験は,各 人によりその目的に従

つて色々の方法が用いられている.例 えば,循 環血

液量の測定に血球標識を行 う方法が好んで用いられ

ているが, Nylin17),小 林等18),笹 本等19)は,採 血

後の血液を試験管内にてP32を 投入 して, 37℃ で

2時 間振盪して,ラ ベルする方法を応用している.

そしてかかる方法で ラベルした血球を,体 内に注入

した場合, Nylinは, 60分 までは流血中での放射能

が一定であるといい,笹 本等は, 5～10分 後 からは

一つの指数曲線をなして減少すると述べ てい る.

非常 に短時 間 しか追跡可能でないのであるが,流

血量測定ではこれで充分目的が達せられる. P32以

外のFe55, Fe59, Cr51等 も同様 な 方法で試み られ

ているが20), Sterling21)は 特 に游離 しがたいのは

Cr51で あると報告 している.他 の方法としてはP32,

 Fe55, Cr59等 を生体内流血中に注入 して,一 定時間

的にラベルされた赤血球を採血して供試する方法も

行われ,こ の方がより結合が強固であると報告 した

例もある.

細菌における実験報 告 としては, Ely10)がP32

含有培地培養法による大腸菌,黄 色ブ ドウ球菌の ラ

ベルを行い追跡を行 う場合6～7時 間の追求が可能

であろうと述べている.又Person12)はI131を 以て

48時間から120時間の培養を行い,糸 状菌その他の

菌を ラベルして,犬 における実験で注射後30分 より

14時間について検索を行い,菌 は大体4時 間以内に

I131を離す ものの如く報告 している.又Hevesy11),

本邦では山村等13)が,結 核 菌の感 染経路,体 内分

布の研究において,培 地にP32を 入 れ長時 間培養

を行つてラベルした菌につき, 4週 間追跡を行つて

いる.又 倉光等14)は3時 間培養によりP32を ラベ

ルした緑膿菌,溶 連菌で基礎的実験を行い,生 体内

では6時 間後にはP32が かな り游 離するために,

それ以後は菌分布と相違すると報告 している.

著者の試験管内実験における成績を検討してみる

と,ラ ベルする方法により游離する程度がかなり異

つている.常 温下における生理的食塩水による洗滌

によつて,上 清中 に移行するP32量 が,第1回 洗

滌では何れのラべル法によつてもかなり多い.こ れ

は集菌直後であるために,溶 媒 の残余と菌表面に附
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着しているP32に よるもの と考 えられ,そ の後洗

滌回数を増すに従つて上清に移行するP32は 元の菌

体内P32量(第1回 洗滌以後を指す)よ りすると静

菌状態ラベル菌では1/3が 游離してい る事になり,

 18時間培養ラべル菌は最 も游 出量が少い.こ れは

Schneider法 による燐分劃実 験成績で,静 菌状態 ラ

べル菌では,酸 溶性燐が80%以 上を占めており,こ

の中には無機燐,不 安定な燐化合物等が含まれるた

めにこれが游離すると考えられ,追 跡実験には不適

当 と考 え られ る.

次 に培養 ラベル菌を用いて,incubate時 におい

て游 出するP32量 の比較 実験を行つた.生 菌にお

いて は長時間incubateを 行えば徐々に游離してゆ

く.洗 滌後の菌であれば,か なり安定な燐化合物と

してP32は 含まれるので あるから,物 理的に水溶

液中の燐と交換 される事はないが,生 菌では酵素反

応が行われるために,菌 体外の燐 と交換が行われて

P32は 菌体外に游出してゆく.こ れに反 して死菌に

おいては酵素反応が営まれないために試験管内実験

では, P32游 出量が非常に少いと考え られ,著 者の

得た成績でもこれを証する事が出来る.

然し死菌処理 によつて,菌 体内にラベルされた

P32が 大量放出されているために,使 用前に更に遠

沈して再浮游せ しめて使用する必要がある.死 菌に

於ても少量の游出がみられるのは死菌処理により分

離した燐や,一 部酵素反応が残存するためであろう

と考えられる.

著者の得た成績より,生 菌,死 菌何れの場合にも

18時間培養ラベル菌の方がP32の 游 出は少い事が

判り, Schneider法 による各燐 分劃へのP32 incor

porationは18時 間培養 ラベル菌は,核 酸燐,蛋 白

燐へ大量にincorporationし ているために,か かる

成績が得られたと思考する. 3時 間培養ラベル菌を

用いた例は,倉 光が供試菌中の死菌の数を可及的少

なくするためには3時 間培養の方が良好なことを述

べている.

然 しP32の 結合状 態か らいえば, 18時間培養の

方が強力であり 著者は今後の実験は18時間培養ラ

ベル菌のみを使用した.次 にマウス生体内実験て,

基本的対照としてP32の みを注射 した実験とP32ラ

ベル菌を接種 した場合とでは各臓器へのP32 incor

porationは 様相を異 に していた.即 ちP32の みを

注射した場合は腹腔内,静 脈内何れの場合も肝に最

も多く,こ れに反してP32ラ ベル 菌の場合は脾に

最も多 く,又P32の み腹腔 内注 射をした場合は,

各臓器へのincorporatinoが 急増している所などよ

り, P32ラ ベル菌は特異な移動を なし,追 跡的効果

は充分あると考え られる.

次にこの追跡的効果を時間的に検討 してみた.腹

腔内接種の場合を見ると,い づれの臓器においても

両者が平行 して増加するのは, 4時 間頃までであり,

その後菌は一時的に減少し,そ の後急速に増加する.

これに反 してP32量 は燐 含有量の多い肝,脾 等に

おいては徐々に増加する結果が得 られている.静 脈

内接種においても,こ れと大体類似 した成績が得ら

れP32 count数 と,生 菌数 が平行するのは, 4時

間頃までであつた.

生菌数の測定結果で, 4時 間を過ぎる頃から一次

的に減少して,そ の後7～8時 間頃より急激に増加

しているが,こ の傾向はマウス全身ホモジナイズ法

による菌数測定によつても同様の成績が得 られてい

る.即 ちマウスに対するSal. 57S接 種 の実験は,

実験チフス症の実験には不適当とされているが,接

種後のSal. 57Sの 動行を検討 すると, 5～7時 間

で一時的に減少し,そ の 後急激に増加して, Sepsis

を起す.か くするとP32ラ ベ ル菌 に よる平行実験

で, 4時 間以後にcount数 と生 菌数が平行しない

のは,生 菌数が生体防禦能により減少する事が原因

ではないかと考え られる.し か しその後急速に生菌

数が増加するのは生体内で菌増殖が起るためで,こ

れ以後になると増殖のための代謝回転が盛んで,強

固にincorporateし ているP32もP31と 交換を行つ

てラベル効果はなくなるものと考えられる.

以上は生菌に於ける実験であるが,死 歯の場合に

おける生体内追跡の検討は非常に困難である.即 ち

菌数とP32 count数 とを平行 して追跡し得ない所

にある.死 菌の場合はそれ自体酵 素反応は微弱であ

るために,生 菌に比べてP32の 游離 は非常に少い

事は試験管内実験で確め得たが,生 体内では如何で

あろうか.こ の場合は生体は死菌を異物として処理

し,そ の後に生体側 の酵 素が働いてP32の 游離が

増加するであろうが,菌 体が高分子物質で出来てい

るために,高 等動物の細胞でそう簡単には分解 して

了う事はないと考えられ,結 局生体内に於いても死

菌の場合は,生 菌よりも長時間追跡可能なのではな

いかと思考する.山 村等13)の 結核 菌 による実験で

はかかる想定に基いて死菌を用いて追跡を行つてい

る.免 疫動物に当該菌を接種 した場合(免 疫の場を

攻撃の場で幾分異る)に は,短 時間の内に生菌数は

減少を来たすが,こ の場合の菌は酵素反応は失われ
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ないが,そ の後の増殖はみ られず,正 常動物に生菌

を接種した場合 と同様,或 はそれ以上追跡可能でな

いかと考える.

以上よりP32でSal. 57Sを ラベルして,生 体内

追跡を行 う場合 は,培 養基内にP32を 添加 し, 18

時間培養後によりラベルすれば,接 種後6時 間頃ま

では追跡 し得るのではないかと推定する.

Ⅲ. その2,マ ウス生体内分布に

関する実験

緒 論

細菌感染における各臓器への侵入の様相は,今 ま

での方法としては,各 臓器のホモジナイズ法による

生菌数測定による以外は適当な方法がなかつた.然

しこの方法では高稀釈を行うために非常な誤差を生

ず る惧れがあり,こ の方法ではかなり制約をうけざ

るを得ない.と いうのは死菌にした場合の分布状態,

又強度に免疫せる場合の菌の行方の追求に至つては

菌が培養によつて発育し得ないために生菌数測定法

は使用 し得ない.か かる場合をも包含 して広範囲の

実験を行 う場合は, Radioisotopeに よるラベル方法

が最も簡便かつ確実な方法 となつて くる.

著者は第1編 における基礎実験で, P32で チフス

菌をラベル した場合にP32を 指 標 と して何時まで

追い得るかを検討 した。即ち接種の場合は5～6時

間追跡 しうることが判つた.又 死菌にせ る場合には

推定に過ぎないが生菌の場合よりやや長い時間であ

ろうと考え られる.こ の方法によれば生菌接種の場

合は勿論,死 菌接種又は免疫時における菌の行方を

も正確に把握出来 ると考 えられ, P32を 指標とする

追跡実験を行つた.

実 験 材 料 及び 実 験 方 法

実験材料

供試菌:教 室保存のSal. 57を 供試した.

P32:英 国原子力会社より輸入せ るものでH3PO4

の化学的性状のもので使用前に当りpH7.2に 修正

を行つて使用 した.

実験方法

P32標 識菌作製法:予 め供試細菌をブイヨン培

地に培養を行い,液 体培 地 に馴化せ しめたものを

Stammと して用い, P32を50μc/100ccに なる如

く含有せるブイヨン培地に接種 し, 18時間培養を行

う.こ れを遠心沈澱法によつて集菌 し,そ の後生理

的食 塩水 に よ り3回 洗滌を行い,最 後に5mg/cc

(静脈内接種用 としては15mg/ccと 高濃度にした)

になる如 く生理的食塩水に均等浮游液を作つた.又

死菌を得るには,か か る浮游液 を試験管に入れ,

 Wasserbadを 用いて60℃ 30分の加熱操作を行い,

その後一度遠心沈澱 して再び元の量の生理的食塩水

に浮游せしめた.マ ウスへの接種量は何れも1匹 当

り菌にして1.5mgと した.

マウス免疫群の作り方:マ ウス腹腔内接種を行

つて数代動物通過をせしめた菌を普通寒天培地に18

時間培養せるものを集菌後使用 した.先 づ生理的食

塩水に0.5mg/ccな る如く浮游 せしめ, 60℃ 20分

加熱処理を行つて死菌とせ しめ,こ の菌液0.3ccを

実験に供試するマウス腹腔内に接種し,こ の操作を

4日 目毎に6回 行つて免疫を行つた.

マウス各臟器におけるP32測 定法:処 定時間後

マウス(実 験例には2～3匹 を用いて生物誤差を少

なくした)を エーテル麻酔死せしめ,解 剖を行い肺,

肝,脾,腎 を摘出した.

摘出後適量の生理的食塩水です早 く洗滌し,濾 紙

上で余分の水分を除いた上湿量を秤量 した.し かる

後臓器はキェルダールコルベンに入 れ,硫 硝 酸法

による湿性灰化を行つて, Mg-mixtureに よる燐モ

リブデン酸アンモンの沈澱 を作 り, GM計 数管で

P32 count数 測定を行つた.

実 験 成 績

各臓器に含まれるP32を 計測するに当つては試料

採取時に湿量を正確に秤量しておき, P32 count数

計測後,単 位重量 当りのcount数/3min.に 換算

し,な お接 種菌 液中のP32 count数 を2万 として

それに対す るP32 count数 に換 算 して図示 し各実

験例相互間の比較を便利ならしめた.接 種後の屠殺

時間は1時 間, 2時 間, 3時 間, 4時 間, 6時 間,

 8時 間を選んだ.

a) 正常マウスにおける実験成績

18時間培養法によるP32ラ ベルSal, 57Sを 正常マ

ウスに腹腔内,尾 静脈内,皮 下,経 口接種を行い,

時間的に各臓器へのP32移 行状 態 を検索した.

腹腔内接種を行つた場合は図5に 示す如く各臓器

とも徐々にcount数 の増加 を認めた.大 体3時 間

まで徐々に増加を来 し,そ の後は非常に緩徐であつ

た.最 も多い臓器は脾であり,次 で肝の順であつた.

尾静脈内に接種 した場合は,図6に 示す如 く1時 間

値において,殆 んど最高値を呈するに至る.特 に腹

腔内接種の場合にincorporateが 小であつた肺にお
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いて, 1時 間 値が高 くその後徐々に減少す る.腎 に

おいて もcount数 は肝 と同程度 の値を示 してい る.

次 にP32ラ ベ ルSal. 57Sの 皮 下 接 種 法 を行つた

(図7).即 ち7.5mg/ccの 液 を調整 し, 0.2ccを

正常マウスの腹部皮下に接種 した.こ の場合は各臓

器へのP32のincorporateが 非 常 に低 く,数 時間

に亘つて徐々に増加す.な お皮下接種を行つた部位

を小窓を開けた鉛板を通 して,局 部的にG-M管 で

計測を行つてみると,数 時間後 も大部分が残留 して

いる成績が得 られ,各 臓器への到達は非常に困難で

あるようである,

図5　 P32標 識菌腹腔内接種に 於ける各臓器へ

の分布(正 常マウス)

図6　 P32標 識菌静脈内接種 に於ける各臓器へ

の分布(正 常マウス)

図7　 P32標 識菌皮上接種に於ける各臓器への

分布(正 常マウス)

以上はP32ラ ベルSal. 57Sは,生 菌 のま まで接

種を行つた ので あるが,次 に60℃ 30分の加熱処

理を行つて,死 菌とせ しめたものの接種実験を行つ

た.生 菌の場合におけると同じく,菌 液を調整し加

熱を行つた後, 1回 遠心沈澱により游出P32を 除き,

再浮游せ しめたものを接種した.

腹腔内接種における成績は,図8に 示す如くであ

るが,何 れの臓器においても,生 菌接種の場合に比

して低値を示 している.し かも各臓器 におけるP32

量の増加がやや遅れて4～5時 間でなお増加する成

績を得た.臓 器別にみると脾が最も多 く, 8時 間ま

で常に増加する傾向を示 し,次 が肝であつた.静 脈

内接種を行つた場合は,各 臓器共に1時 間で高値を

示 し,生 菌接種の場合 と大差のないP32 incarporate

を示し, 1時 間値の価が殆んど変化な く持続する.

腎のみにおいては, 4時 間頃まで徐々に増加する成

績が得 られた.

図8　 P32標 識死菌腹 腔内接種に於ける各臓器

への分布(正 常マウス)

図9　 P32標 識死菌静脈 内接種に於ける各臓器

への分左(正 常マウス)

b) 免疫マウスにおける実験成績

実験方法にて述べた如 く,腹 腔を免疫の場として,

死菌免疫を行い免疫修了後約2週 間飼育したマウス

を実験動物として,供 試前に免疫群より無撰択的に

取 り出し,血 清の少量を採取 し凝集反応を試みた.

その成績は次の如 くであつた.
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表4　 凝 集 反 応 成 績

かかる免疫群にSal. 57S(P32ラ ベル)の 腹腔内

接種によつて攻撃を行つた.各 臓器におけるP32の

count数 は,図10に 示す如 くであつた.

脾に最も多い分布状態が認め られたが,正 常マウ

スにおける成績 に比 して各臓器共P32量 は少 く,

最高値に達するまでにかなりの時間を要 している.

図10　 P32標 識菌腹腔内接種に於ける各臓器へ

の分布(免 疫マウス)

図11　P32標 識菌静脈内接種 に於ける各臓器へ

の分布(免 疫マウス)

静脈内接種の場合は,他 の実験の場合と同じく1

時間目で非常に高い値を示 している.

脾におけるcount数 は最 も多く,次 が肺,肝 の

順であるが,肺 におけるcount数 は その後漸減す

る傾向を示 した.又 腎におけるcount数 は,正 常

マウス群における場合よりも低い価が得 られた.

皮下接種を行つた場合は,正 常マウス群における

実験成 績 と同じく,何 れも低いcount数 を得,肝

において僅かに高い成績を得たが正常マウス群にお

けを成績 と有意の差は認められなかつた.

なお,こ れ ら免疫マウス群において,各 臓器にお

ける生菌数測定を試みたが.腹 腔内接種においては,

全 く生菌数を認めず,尾 静脈内接種において,肝 に

僅かに生菌を認めたのみであつた.

図12　 P32標 識菌 皮下接種に於ける各臓器への

分布(免 疫マウス)

小 括 及 び 考 按

感染病を理解する上において,菌 の感染か ら発症

に至るまでの菌の動行を探求する事は重要な事であ

り,更 に免疫の場,攻 撃の場の組合せによつて菌の

分布状態を追求する事は,免 疫学を理解する上にお

いても.極 めて重要な事である.し かしながら,著

者の企図 したような腸内細菌の感染において実験的

にchallengeす る場を,腹 腔 内,静 脈内,皮 下等

の経路を選ぶ ことは,実 際的には稀有の事実であり

適当とは考え られない.し か し,経 口投与された菌

も腸粘膜より侵入し,リ ンパ管を通つて脾,肝 リン

パ管等の親和性のある臓器に侵入して行き全身感染

を起すに至る.腹 腔内に接種された場合,又 静脈内

接種においても,前 者とは幾分異る様相を呈するが,

最終的には親和性臓器内の網内系細胞内に侵入 して

定着する.然 し腹腔内接種,静 脈内接種は経口接種

に比して極めて定量的な実験が行い得る利点がある.

又免疫を腹腔を場として行つて,攻 撃の経路 を異に

した場合の差異の研究をも併せ行い,免 疫機序の一

端を窺 うために腹腔内,静 脈内,皮 下の接種法を採

用 して実験を行つた,又 マウスに対 してSal. 57Sを

選んだのは著者の実験が基礎的なものであり,可 及

的誤差を少なくするために大量菌の接種を可能なら

しめる事,又 接種後の菌が腸炎菌等に比 して増殖等

の変動が少ない点があるために採用した.

著者の得た実験成績よりすると, 3経 路による攻

撃で,各 臓器への分布状態は,静 脈内接種は1時 間

後において著明な増加を認める.

静脈内に接種された菌は,敗 血症の状態で全身を

まわり,親 和性臓器,殊 に脾,肝 等の網内系細胞に

異物として接種され定着するものと考えられる.

腹腔内接種の場合は静脈内接種に比して,各 臓器
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への分布が少 く,又 時間的にもかなり遅れる.こ れ

は接種経路の点から考えても明かな事であり,腹 腔

内にとどまつて次第に腹膜,大 網等の リンパ管中に

侵入し,親 和性臟器に至るものと,又 自然防衛によ

り喰菌され侵入 し得ない菌がある事が考えられる.

又皮下接種の場合には極端に少い価を得ているが,

大部分のものは,局 所 リンパ腺,組 織球に摂取 され

永 く停留し,血 行への移行が妨げられるものと考え

られる.皮 下よりも筋肉内に接種 された場合は,筋

肉の収縮により,リ ンパ流の速度が大なるために,

皮下の場合よりも各臓器への侵入が速かであり,皮

下はもつとも各臓器への侵入が少 く遅いことを,安

東等物 も報告している.

次に免疫マウス群における実験成績であるが,攻

撃を腹腔内に選んだ場合は,正 常マウス群における

よりも非常に低い価が得 られ,静 脈内接種の場合は

正常マウス群における成績と著差はなく,親 和性臓

器殊に脾,肝 にやや高値を示 したのみである.

腹部を免疫の場として大量の死菌免疫を行 う場合

は菌量も多く,又 停滞が長いため(著 者の死菌接種

実験においても推察する事が出来た)腹 腔内に炎症

性変化が生じ,ひ きつづいて抗体産生が惹起されて

高度の局所免疫 が成立する.三 橋鋤 はチフス症の

実験において,防 衛機構を便宜的に,非 游走細胞,

液性因子等による第一次防衛機構と,網 内系,液 性

因子による第二次防衛機構とに分けて考えている.

そして腹腔内に死菌免疫を行つた場合は,第 一次の

防衛機構が腹腔において強く成立し,つ いでこれよ

り弱い第二次防衛機構が成立すると述べている.よ

つてこの説により著者の実験を考察すると,腹 腔内

へ攻撃を行つた場合は抗体の作用 と相俟つて,体 側,

臓器側腹膜,大 網及び浸出する細胞等によつて菌は

喰菌されて,腹 腔から他の臓器への侵入を妨げられ

るものと考えられる.こ の防衛を突破 した菌(著 者

の場合大量をもつて攻撃しているため)は 全身をま

わり,第 二次防衛機構により,脾,肝 等に定着する

と考えられる.

次に静脈内を攻撃の場とした場合は,主 として弱

い第二次防衛機構によるために,正 常マウス菌と同

様に親和性臓器に一応侵入 し,防 衛にあつかる網内

系とか, Sinus中 の浮游細胞等に捕獲されて,脾,

肝ことに脾において初期より高値を示す成績を得た

ものと思考する.

Ⅳ. 結 論

P32を 用 いてSal. 57Sを ラベル し,放 射能 を指標

として追跡す る場合の基礎的実験,並 びにマ ウス体

内における追跡実験を行い次 の如き成績を得た.

1) P32を 用 いて, Sal, 57Sを ラ ベ ルす るに際 し

静菌状 態 ラベル法, 3時 間 培養 ラベル法, 18時 間 培

養 ラベル法の3法 を行 い, P32と 菌体 の 結合状態を

観察 した.ラ ベル した 菌 体の洗滌及 びIncubation

に よ るP32の 離 脱はin vitroに お いては静菌状態

ラベル法 が最 も大 であり, 3時 間培養 ラベル法が こ

れ に次ぎ, 18時 間培養 ラベル法は最 も離脱が行 われ

難い.

な おSchneider法 に よ り各 種 ラベル法 により得

た菌 の燐 分 劃 中へのP32のIncorporationを 検討

した処, 18時 間 培養 ラベル法 では他の ラベル法に比

して核酸,蛋 白燐へのIncorporationが 大 であつた.

2)死 菌 処理を行つた 場合は, in vitroで 生 菌の

場合よ りも更 に游 出 し難い成績 を得 た.

3) マ ウ ス生 体内実験 において,生 菌数測定 とを

併行 して行い, 6時 間 頃まではP32を 指 標として追

跡 し得 る ことを認めた.そ の後は菌の分裂増殖力が

盛んにな るために, P32が 游 出す るものと考え られ

る.な お死菌処理を行つた場合 は分裂増殖等が起 ら

ないため,生 菌 の場合に比 して長時間追跡可能 と認

める.

4) P32ラ ベ ル菌をマウス腹腔内 に接種 した場合

は, 2～3時 間 後 に 脾,肝 等 の臓 器 におけるP32

 count数 が 著明に増加す る.静 脈 内接種では1時 間

後 において,既 に脾,肝 において大量のincorporate

を認 めた.皮 下接種 の場合 は注射局所 に殆ん どが残

存 し各臓器へ のincorporateは 小 であ る.

5) 腹 腔 を免疫の場 として,死 菌免疫をほどこし

た免疫群に対 して,腹 腔 内攻撃を行つた場合は各臓

器へ の侵入が強 く妨げ られ る.静 脈内攻撃を行つた

場合は,正 常マ ウス群 に対す る ものと有意 の差は認

め られず,脾 において僅か に多いincorporateを 認

めた.

稿 を終 るに あた り,御 懇篤な る御指導御校閲を賜

つた恩師村上教授に衷心 よ り感謝す ると共に,実 験

にあたつて援助 を頂 いた柿木 寿太氏に謝意を表 しま

す.
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Experimental Studies on Distribution of P32 Labeled Salmonella in Mouse.

By

Tadaatsu NAKASHIMA

Department of Microbiology, Okayama University Medical School

(Director: Prof. Dr. Sakae MURAKAMI)

In order to ascertain the distribution of the bacteria introduced into an animal body 

by tracing radioactivity of radioisotope labeled organism, the author studied the properties 

of P32 labeled Sal. 57 S and the distribution of radioactivity in mouse that imply the pre

sence of the organism. The following results were obtained.

1) To obtain an appropriate organism for the investigation, the author observed the 

stability of bound radioactivity on the cells that were obtained by three different labeling 

methods. i.e. on resting cells, on 3 hrs cultured cells and on 18 hrs cultured cells respectively. 

Concerning to dissociation of radioctivity from labeled cells by repeated washing or incuba

tion of the cells, it was noticed in vitro that the labeling on resting cells was most labile, 

then came next the labeling on 3 hrs cultured cells, but that on 18 hrs cultured cells was 

most stable. Moreover, the study of. P32 incorporation into phosphorus fructions of the cells 

by Schneider's method showed the marked incorporation of P32 into nucleic acid and protein 

fractions by the labeling on 18 hrs cultured cells compaired with other labelings.

2) The radioactivity of labeled cells was observed to be stable in vitro compaired with
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living cells, when the labeled cell was killed by application of heat.
3) From the observation of interrelation between the presence of living cells and the 

radioactivity in the body of mouse, it could be said that the presence of bacteria could be 
traced out by detection of radioactivity within 6 hrs after injection and that the situation 
became to be disturbed beyond that time possibly owing to the dissociation of P32 from the 

organisms caused by metabolism and divisions of the cells. While in the case of killed organ. 
ism the situation was remained undisturbed for a fairly long time than in the case of 
living cells for absence of metabolism and division of the cells.

4) When the labeled organism was injected intraperitoneally into mouse, it was obser
ved the marked accumulation of radioactivity on spleen and liver of the animal 2-3 hrs 

after the injection. In the case of intravenous injection, a conspecious accumulation was 
occured even 1 hr after the injection. However, by subcutaneous injection the radioactivity 
did not spread out into the body and ramained the site of injection for a fairly long time.

5) In the study on a group of previously immunized mouse by a intraperitoneal in 

jection of killed organisms, a wide distribution of radioactivity into the body of animals 
was inhibited by the intraperitoneal challenge of the labeled cells. While, the distribution 
was almost the same as the control group excepting slightly increased accumulation of radio
activity into the spleen by the intravenous challenge of the labeled cells.


