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Slide Cell Culture 法の基礎的研究

横井敏夫 新明美仁 信太隆夫

(北海道大皐結核研究所細菌剤:主任大原達教授)

1. 緒 百

結核に於ける免疫は，それが所謂「感染免疫」と呼ば

れる特異なものである点，及び多かれ少なかれこれにアレ

ノレギーが関与するものである点に於て，他の細菌性疾患に

見られる免疫とは精趣きを異にするものがある。従って，

結援に於ける免疫は甚だ難解な問題であると共に，古くか

ら非常に多くの学茅・によって活君主な論議の対象とされて来

た。この問題の研究に当って，沈降反応，凝集反応，補体

結合反応等，血清反応を主とした研究方法も多いが，これ

等の血清抗体が結核の真の免疫にどれ穫の役割を果してし、

るかは甚だ疑わしい。この点から見れば， 1923年Wrightり

によって考案された SlideCell Culture法似下S.C.C.法

と略記)は，結夜菌自体に対する全血液の影響を見る方法

として，免疫学的に大きな意味を持っているものと考えら

れる。即ちこの方法によって結侯個体並びに免疫重工物の血

液~1:，結該菌の増殖を阻止する事が明らかにされたからで

ある。然し従来の S.C.C.法は判定に主観の混入する余地

が多く，実験手授による成権ιの変動も亦，決して少ないと

は云い得なかった。従って一方に於ては予授を改善すると

共に，他方に於ては判定方法に客観肘な基準を考案して，

木法をよりE確なものとするよう色々と努力が払われて来

たのは当然である。我が固に於ては佐藤吟，緒方勾，西村4¥

内藤5)等によって方法の改善が研究され， S.GC.法は現在

に至るまで・多方面に豆って利用されて居る。即ち外山町，長

谷;11")，小野塚ベ戸塚の，太田10¥水島11)，松島l:n，三時13L

小谷l.n，真山1，)等IJ:，化学療法斉1]，色素，有機物，無機物

その他のものの結援菌に対する発育阻止作用を観察し，大

塚町原1η等は外科的侵襲によって，血液の持つ結主主菌発

育阻止作用，ひいては人体の抵抗力が如何に変動するか，

を本法によって調べた。更に肺結緩症の種〆をなる状態及び

時湖について，その全血液の直に及ぼす影響の変化を追求

する等，本法を利用した業複は甚だ多い。我々もこの方法

を結該免疫の研究に用い，免疫費量と全血液の菌増殖阻止

作用，或いは後者と血中抗体価との聞に相関関係が有りや

否やを追求して見たのであるが，予期に民し dataa可な
り区々で，他の血清反応の如く constantな結果が得られ

なかったn その成績を通覧して見ると実験誤差と云うより

は寧ろ重ナ物のもつ個体差が可なりの役割を演じてし、る様に

思われたので，木論文に於てはこの点を考慮の上， S.C.C. 

法の基礎的な聞について検討を加えて見る事にした。即ち

術式に改良を加えると共に， S.C.C.法を更に定量的な方法

たらしめるべく判官方法に新しい基準を考案した。我々の

IJX.綜では裁物の血液聞に個体差を認め得たのでーあるが，併

せて菌の増植状態，世代時聞についても詳細に研究したの

で，得たる結果を至宝に報告し度し、と思う。

2. S.C.C.法の術式並びに判定方法について

1) S.C.C.法の術式

術式の大要は佐藤2)，緒方めの報告に従ったが，菌液の

調製並びに主主中の操作に者干の改頁を加えたので， これを

簡単に記述する。

賓験に使用した靖子器具は乾熱滅菌音寺だ 1時間滅菌し

無菌箱はクレゾーノし石鹸波で 1Flliijに1宵毒した。 S.GC.i法

に使用するオプヱクトグラスは完全に脱脂されたものでな

ければならなν、ので次の如〈して治討した。

(i) 10%重曹*，叉は石鹸*-で l時間煮沸した後水洗

(ii)次でク口」ム硫椴中に浸し， 徽温にて 21>碍幸問煮i沸弗後 l

日問流7水kで

つけてf保呆存し，使用時に力一恒で拭いて用いる。以上の操

作で治拭したオプェクトクラスは，菌i字1持i夜と血液との混

合液を滴下した場合大体完全な固形を作る。

〔菌i字ittf.if主の調製JBCG fj象研株をグリセリン馬鈴薯

路地に植え 2乃至3週培養の菌膜をソートン培地に移し

たものを l 代目として，以後 7 日よ~ 8日目毎に縫代，そ

の3代目までのものを使用した。用いる菌のageは若いも

のが頁<，我々は8日目の菌を用いた。菌膜を型の如〈取

り，水晶玉入りコノレベ、ン中で子振り法によって磨砕し， ソ

ートン波を以て 1c巴2mg含有の菌液を作る。これを環め

用意しである漏斗(東洋強紙 No.2を2板重ねて漏斗内に

挿入し， 之を乾熱滅菌器で正確に 1200C1 時間滅菌する)

で無菌的に鴻:過し，その証言波を使用した(漉紙の滅菌は温

度が高すぎると a告げてその透過性が悪<，一定の菌液が出

来ないため，滅菌には細心の注意を要する)。かくして得た

菌液は駿困の賓験によ p鏡検の結果，殆んど常に 1個宛ば

らばらの菌から成る司王を確かめた。この方法が従来のそれ



-と異なると共に優れた離でもあると我キは考える。即ち従

来行われた菌液調製法は，悉〈が遠心によって大きな菌塊

を沈澱せしめ，その上i育波を使用する方法であるが，操作

が複雑で雑菌混入の機舎も多い土，完全に l個宛の菌を得

る司王は困難であった。これに反し著者等の濃過i法は，簡便

にして雑菌の混入を防止出来ると共に，その菌液と血液の

混合i夜を滴下したものは， Ifl匝宛の菌が92%乃至93%の

多数を占め 2~4 倒の薗が 5~6% に見られる程度で 5 個

以上の菌は見られなかった。従ヮて 1jii見野の菌数を 15個

乃至 30個祥一度に調節する事も甚だ容易である。 旬従来の

方法で、は菌i皮の基汁は生理的食盤水， ロック波， ブイヨン

等が使用されて来たが，著者等はソートンi夜を使用し，生

理的食塩水， Kirchner液よ日夏好なる結果を得た。

〔培養操作J(i)深め菌液 0.11c巴を分注して置ν、た凝

集管に海保血液 1ccを注入し，真〈手で振って十分に混

合する。 (ii)更にこれを滅菌した毛細管命ピベットですばや

〈混ぜた後， 1/1針付ツベルタリン詮射器に吸引する。 (iii)

その 1i尚を型の如〈紙片を貼ったスライド上に滴下し，そ

の横に 1/2針付法射器で食塩水の l滴を滴らす(食塩水は

菌，血液の混合液に僅かに融合する位の距離に滴下するの

が瓦ν、。この操作は我今の工夫によるものであるが， これ

が血液の乾くのを防ぎ，菌室主育の均等なア。レパラート会得

て後θ観察に甚だ便利で・ある)0(j v)， (iii)のスライド上に紙

片を貼らない別のオプエクトグラスを重ね，型の如くして

封蝋， 37
0

Cの際卵音量に 78問培養する。この際水主満たし

た器を下に置き，遁度の換気を輿えると培養成績が夏ぃ。

内事長5¥ 西村の，高橋18ヲ等は，佐藤，2)，緒方3)等の方法

よDも流動パラアインを使用する方が夏好な菌増績を見る

と述べて居るが，著者等の食趨水添加法も菌の増殖は極め

て主主好であった。但し流動パラアィン使用法との比較は行

ワて居ない。標本に於ける菌の増殖状況は部位によって異

なれ従来の方法では周溢郊に菌の増殖が最も著しいとさ

れているが，我キの行った食塩水添加法では寧ろ最外局と

中央官1¥の中間に最大の菌増植を認めた(次で菌の多いのは

外周部で，中央音1¥は最も菌がタない)。叉菌i夜と血液との混

合割合については，血液等量より 9倍量までのものを作っ

て調べたところ 8乃至9倍附近の割合が最も夏好な結果

を得た。培養操作の項で遮べた所はこの割合である。

〔標本の作製〕 スライドセルを作っている標本の図形

パラ 7ィンを除き 2枚のスライ}げをはがすと血液の殆ん

どが一方のスライドグラスの方に附着する。端に附著した

固形パラアィンはリグロインで拭き取!J，更に 5%蝿酸ア

ノレコーんで完全に除去する。わす令かの固形ベラフィンが主義

っていても，染色時に熱せられて溶解し，菌の染色性が惑

〈なるから注意を要する。スライド上の菌・血液混合液を
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自然乾燥せしめた後，水中に 30分から 1時間位浸して完

全に溶血させ，溶血し終れば自然乾燥させて染色する Q 染

色にはチーノL-， ネーノレゼン法を用いたが，加温染色は 10分

位行うことが必要である。

2) 判定方法について

従来行われて来た判定には，佐蕗ユう，緒方町伊蕗19、，

渋J'120)等の定性的な判定法，加納ヨ1、，辻木2均等の定量的な

半1J'iE法，などがある。加納の方法は i個 1(固に存在する菌

を重要視せずに総括的な号数を以て表わし辻本の方法は

良法であるが，実際には菌数101回以上のものを正確に数え

得ないと云う難点がある。著者等は判定に簡単であると共

に，個々の菌を重視して次の様な判定方法を考案した。

即ち血液円板の一端より対称的た他端の方に顕徴鏡の

視野を移動させ 50視野を見る中に他端に達する様にす

る。菌培殖程度の判定は，個数に応じて次の如く←)， (土)，

(十J，(件)， (*)， (棚)の6段階に分類した。

(ー);完全に l個の菌よりなるもの

(功 2個より 4個までの菌よりなるもの

(十);5-10個の菌よりなる集落

(州 11~30 個の菌よりなる集落

(叫 31-50個の菌よりなる集落

(岬，);51個以上の菌よりなる集落

以上の中我々は(+)以上の集落，即ち 5個より 10個ま

での菌を含む集落に於て，菌の増殖が起ったものと考えた。

勿論2個乃至4個の菌より成る仕)の集落に於ても，一概に

菌の土着積は無かったものと考える専は出来なし、であろう。

然し対照として観察した操作直後の標本，並びに室温(又

は氷室)放置の標本中にも 5-6%位の割に2個乃至4個の

菌が見られた為，ー応これを除外して5個以上のものを(付

と判定した。標本判定の 1例として動物 No.lに於ける実

験成績を示せば第 l表の如くなる。表に於て(ー)， (i)， (+)， 

(町(叫(柵)の各集落を問視野について総計すると右欄の

数字を得る。即ちこの動物に於ては(ー)の集落431個，(i)の

集落 179個， (十)の集落533個， (制の集落 151個， (制X酬)の集

落は夫々 7個及び5個である。従ってこの標本問視野に

於て数えた集落の総数は431十 179+533+151 +7十ラ=1306

で，その中(十)以上と判定された集落の合計は696となる。

厳密に云えば刊の集落は I(国の菌のみから成るものである

から集落と呼ぶのは不適当であるが'7イナスの意味を広

義に解釈すればかかる表現も許されるであろう。我々はい)

以上の集落数を全集落数・で割り，その商に 100を乗じた数

値を「増菌率Jと呼ぶ事にした。第I表の成陸について見

わしば

(+)以上の集落数 696 
増菌率=ー÷一一一一一-x100=←ー=53.3(%) 

観察した全集落数 1306 
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第 1表 動物番競 No.1の標本卵]定の結果表
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即ちこの数値は観察された菌 1306個中増殖した菌が 696

個(従って全く増殖しないか又は増殖の疑わしし、菌が 610

個)と云う意味で，血液中にS.C.C.法によって培養された

全体の菌の中何パーセントが増殖するか，と云う事を示す

数値である。我々は前述の如く 7日間培養のプレパテート

に於て，最初 l個 l個ばらばらであったものが予個以上の

巴olonyを作った場合のみ菌が増殖したと考え，7日を経て

も依然として l個のままのもの，又は2乃至4個程度にし

か増えなかったものは死んだ菌と考えた。従って増菌率と
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は血液中に培養された結援菌に対する発育許容率を示すも

のと考えられる。即ち増菌率53.3と云う事は， 100個中平

均 53.3個の菌が発育すると云う意味である。逆に云えば残

りの菌が血液によって殺されるものと考えられる。即ち

100-増菌率=菌増殖阻止率

故に増菌率の低L、血液ほど結夜菌の増殖を阻止する能力が

高いと見倣し得る。但しこれにはinoculateされた菌が総

て生菌で‘あったと云う条件が要る。我々はこの点を考慮し

て培養菌にはなるべく若し、 ageのものを用し、途中の操作



にも気を付けたが，発育途上にある菌と騰も幾らかの死菌

が混っている事を考えねばならないし，水晶玉で按還する

操作によっても多少の死菌が生ずる事は避けられないであ

ろう。即ち s.c.c.を始めるに先立って既に菌液中に死菌
が含まれてし、ることは否めないから， S.Gc.法によって増
殖しなかった菌の総てがその裁物血液の菌増殖阻止力によ

って殺されたものと判断するのは，早計とのそしりを免れ

ないかも知れない。 故に S.c.c.に用し、られる菌浮滋液は
同時に定量培養を行って生菌数は幾らであるかを調べて置

く必要がある。而して異なった菌浮滋液を用いた場合の，

S.c.c.の成蔭を比較する時は，一応かかる生菌数の略々等
しいものに就いて行うべきと考える。但し菌浮縫液調製の

条件を常に同じくし生菌中に含まれる死菌の割合が実験

の都度略々一定ならば，上述の増菌率は比率を以て表わさ

れたものであるから，培養に用いられた菌量には理論上無

関係小筈である。実際に於て我々が用いた8日目の菌から

前述の操作で菌浮滋液を作った場合，定量培養による菌数

は大体何時も一定して居た。のみならず定量培養の成績と

比較して考察すれば，生菌浮滋液と考えたものの中に必、然

的に混在する死菌の割合はきして多¥..、ものではなし、様であ

る。かく考えるならば，上述の増着率は厳密に云って更に

何パーセントか上廻るものである(始めからの死菌を除外

するので)としても，これは実験誤差の範囲に数えて差支

えたし、であろう。而もかかる実験誤差は同ーの菌浮滋液を

作用する限りどの血液についても同じであるから，各血液

聞の培菌率を比較する上には何等妨げにならない。以上述

べた増菌率は，要するに血液の持つ能力を，培養された結

綾菌の何パーセントを殺し何パーセントを増殖させるかと

云う比率によって表わしたものである。この数字は実際に

観察した colonyの状態から割り出したもので主観の混入

する余地は少なく，菌に対する血液の的きを可なり客観的

に示すものと考える。

これと平行して我々は更に「増殖指数」と云う表現に

よって血液の能力を表わす事を考えた。これは増殖の程度

に(刊から(冊)までの差のある事を考慮に入れて，プラスの程

度に重みを与えたものである。即ち増菌率は接種された菌

の中増殖能力ある菌の割合を示すものであるが，それが何

個にまで増殖するかと云う程度を表わしたものではなかっ

た。故に我々 は州には(十)の4倍， (刊には3倍，制には2fぎ

の重みを与え，これ等の指数を夫々の colony数に乗じた

後，増菌率と同様に計算した値を靖殖指数と呼ぶ事にした。

表 lの例に於てこの値は 66.3である。増菌率に於ける各

colonyは，それが非常に多数の菌を含むものであっても少

ないものであっても， (-十)以上である限り同様に攻扱われた

が，増殖指数に於ては如何なる∞Ionyが多し、かによって

91 

重みが違うから，理論的には増菌率の小さい血液でも，増

殖指数は前者の大なるものよりかえって大きいと云う場合

も生ずるであろう。故に我々は血液の能力を表現する場合，

増菌率と増彊指数の両国から見て行く事が合理的で・はない

かと考える。

3. 費験方法

S.c.c.法の基礎的研究として我々が今回行った実験は
2つの部分から成る。

第 1の実験は前項に述べた判定方法により，裁物聞に

個体差が認められるか否かを検討したもので，これは血液

の示す増菌率に個体的な変動があるか否かによって調べ

た。叉，用いられた菌浮滋液中の生菌数をS.c.c.標本から
の直接計算法並びに定萱培養法によって夫々測定し，両者

の比以下Aと略記)と増菌率との関係，及び後者と増砲

指数の関係を求めた。

第2の実験はS.c.c.の標本を時間を追って観察し，こ
れから菌の世代時聞を推定しようとするもので，我々の方

法で一作った菌浮滋液は殆んど l個宛ばらばらの菌から成っ

ていた為この実験を計画したものである。

以上の目的で用¥..、られた実験材料及び実験方法は突の

如くである。

i) 実験動物 健康成熟海侭雌雄混合21頭，重量

600 g内外のものを使用した。

ii) S.C.C.のプレパラートより生菌数を求める方法

至宝に云う生菌数は定量培養法によって求め得る生菌数

とは少しく意味を異にする。即ち後者に於ては菌浮滋中に

含まれる生菌の数が得られるが，前者に於てはその中血液

によって殺されなかった残りの生菌が，数えられる事にな

る。従って増菌率を求めた時と同様にF個以上の菌より成

るcolonyを生菌と考えた。 s.c.c.法によって培養される
以前既に菌浮滋液中に混在していた死菌と，培養後血液に

よって殺された死菌とを区別する事は必ずしも不可能では

なし、が，これには可なりの誤差を伴なうから蕊では便宜上

両方の死菌を除いた残りの菌を数える事にした。その方法

は，弐に述べる如く大体に於て大原等20)の行った方法に準

じたものである。

先ず検定した 1/1針付ツペノレクリン注射器に菌液，血

液の混合液を正確に 1cc吸い上げ，ピストンを押す事なく

自然にこれを滴下させて 1ccが何滴から成るかを数える。

次いで第l表の如くして数えたi視野平均(サ)以上のωIony

数(以下これを生菌数と記す)に，標本全体の視野数を乗

じて混合液 I滴中の総生菌数を計算する。標本の総視野数

を求めるには予め里町微鏡 i視野の直径をミクロメーターで

計測して面積を出し，標本l滴の面積(その長径と短径を
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各賞験動物の賓験成績結果表第2表

動物

2 

夫々 a，b，とすれば 1/4rt:abで表わされる)を前者で割れ

liよし、。

今菌液と血液の混合比をd，混合液 1ccの滴数をt，顕

徴鏡 1視野の直径を巴(単位μ)，染色標本の長径， 短径を

夫々 a，b (単位mm)，1視野に観察された平均生菌数をp

とすれば

菌液 1cc中の生菌数=(1視野の平均生菌数)x (視野

数)x (混合液の滴数)x (菌液，血液の混合比)
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4 

0.7 

0.57 

1.1 

0.77 160 69 
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6 

7 

8 

0.5 162 79 10 

0.18 

0.66 

1.7 

54.ヲ

214.5 

521.5 

540 

定量培養法による菌数 2，6GOx104 

53.5 

96.5 

176.5 

103 

18 

47.7 

73.7 

12 

13 

1 " L ，，~ P t d ab 
=Pf4πabxlL6+Zπc2i x t x d =一一τ~x 106 
・昼 c

この式に於て 106を乗じたものは染色標木の面積をμの単

位で計算した為である。

iii) 定量培養法ノj>}11の培地を用い型の如く有った。

iv) 世代時間の測定法 SC.C.法によって BCGを培

養し，対照として培養直後の染色標本を観察するほか 5

時間目から 125時間まで時聞を追って観察個の菌が2

個 2個の菌が4個となるに要する時聞を測る。実際の分

裂を catchする専は不可能であるから，実験的には各時間

毎に 1，2，4，・個の菌から成る colonyの per巴entageを

求め，これから世代時聞を推定した。 1.66 80.3 14 

1.8 
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第3表健!長「モノレモット」に於ける
増菌率及び増殖指数

頭 重主

百分率

平均増殖指殿 118 

S.C.C.y去による菌鍛
A.= と増菌室事
定量培養法による菌数

増菌剤%)10-20121-40 ! 41-60 161叫 81-100

|;70812  0.87 I 0.97 I 1.33 

増菌室事(%)! 0-20.21-40 I 41-60 I 61-80 81-1CO |_.  '-1" ~- I 

1 1.1 

199 

2 8 

44.5 

O 

。

第4表

頭駿

平均 A

賓駿1 健康成熱海j冥の全血に於ける菌増殖の個体差

並びに各指数聞の相関関係について

21頭の海撲について，第 l表で示した如き増菌率及び

増殖指数を夫々求め，更に各観物毎にS.C.C.標本による生

菌数，並びに之と定量培養法による生菌数との比(A.)を計

算して纏めたものが第2表である。菌浮滋液調製上の条件

が一定して居れば，増菌率，増殖指数，及びAの値は培養

した菌量に無関係な筈であるから，この表に於ては濃度の

異なる 2種の菌液を使用して見Tこ。I!Pち動物 No.11から
おまでの 12頭に用いた菌液は，定量培養による菌数が 1

cc中325万， No.1から 10までの 9頭に用いた菌液は，

2600万の濃度のものである。この表を一見して分る様に各

々の動物に於ける増菌率，増殖指数，A.の値は大体平行し

ているが，かかる 3つの値を動物相互の聞で比較して見る

と可なりの個体差が認められる。故に此の成慌を個体差に

ついて眺めるため，増菌率の程度に従って全体を5群に分

け，各群に主主劫をあてはめて整理して見fこ。第3表はこの

様にして纏めた増菌率と増殖指数とF関係，第4表は同じ

く増菌率と Aとの関係を示すものである(借用いた動物は

大体同じ条件のものを択んだが No.21，22， 25の3頭は体

重が400g前後で檎小さかったので第3表はこれを除外し

て纏めて見た)。今増菌率を(i)20%以下のもの， (ii)21%か

ら40%までのもの， (iii) 41%から 60%までのもの， (iv) 

費験成績4. 



61%から80%までのもの，及び(対81%以上のもの，のヲ
段階に分け，夫荷の groupに属する動物数を調べて・見る

と，第3表の如く20%以下のもの2頭(全動物の11.1%)，
41-60μの群に6頭(33.3%)， 61-80%の群に8頭(44.5
%)，81%以上のもの2頭(J1.1，9のと各群に満遍なく分布し
てし、る。 即ち同じ菌液を培養しでも， その増菌率は最低

10.4%から最高 82.7%に至るまで動物によって相当な個
体差を持っている事が分る(この表で除外した3頭につい

て見ても増菌率の低し、ものは5.8%高いものは60%と，こ

時

直後
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93 
の場合にも相当の聞きが認められた。一第2表参照)。次に

5群に分けた裁物について群ごとに増殖指数の平均をとっ

て見ると，増菌率20%以下のものの平均増殖指数は15，
41-60%の群では83，61-80%の群では118，81%以上
の群では199となり増薗率の高くなる程増殖指数の値も大
きい。即ち増菌率と増殖指数とは平行する。更に増菌率と

Aとの関係を調べて見ると第4表の如くなる。即ち増菌率

0-20，9;;のものの平均Aの値は0.105，41-60%のもので
は0.87，61-80%では0.97，81-100%の群では1.33と次
第に平A均の値も大ぎくなり，同様に両者の平行関係が認

められる。

uukl i:JELLi:印
251U;J124:J::l;7l引:i
山ぷ O ooU 
46;;;::::l:::;;;9::: 

一;(;;:(;;117l;;:il;ol:1:l:
珂 l2山l::;lzl:ll:l:l:
UJ11l::fl;olrl:(:[: 

72出山口112;|;3l:l:
イ;l;;:;l;;:l;;:l;;:::;4;:
%[;lzl;21212;;?と1::
!?LJ川町村13;;l:l:
125lr吋「rol--



賓験2 S.C.C.法による ECGの増殖状態とその世代 の時間的推移を調べた。 25時間以内の成穫は第5表，それ

時間につし、て 以後の成拡は第6表に極められて居る。第l図及第2図は

S.C.C.法によって BCGの世代時聞を観察しようと云 これを図示したものである。両図とも縦軸に各状態の菌の

う目的で， 5時間白から始めて 25時間まで2時間毎に 11 百分率をとり，横軸には時間をとった。第l図は培養直後

回， 27時間より 12日時閉まで 10回，合計21回に亘って染 からお時間までの l個及び2個の菌の消長を示したもの

色標本を作り，菌の増殖状態を観察した。同じ体重の海俣 で， 3個以上の菌は25時間を経ても全体の 1%以下しか認

2頭の血液を用い夫々別々に調べたが，これは用いる血液 められなかった為図から省いた。図に於て実線はNo.lの

によって世代時間が異なるかも知れないと考えたからであ 海保血液，点線はNo.2の血液を用いた成蔭である。 No.l

る。菌の増殖状態を見るには，孤立した l個の菌，♀個， 3 の裁物につu、て菌の消長を見ると，図に示されている如く

個，4個・・等の菌から成る colonyを数え，その percentage 5時間目にはその 91.7%までが l個の孤立した菌から成

るが，この percentageii時間と共に少し宛減少し， 19~

21時間以後は急激にR墜の傾向をとる。これに反し2個の

菌は，ラ時間日に全体の5.7%しか観察されなかったもの

が時間と共に少し宛増加し 殊に 19-211尋問以後急激に

上昇して前者と点Aに於て交わる。この点は l個の菌と 2

個の菌が同率になる点で，横軸の読みを取ると約24時間，

縦軸の読みを取ると約50%に相当する。 この事は，最初

i個であった菌の約半数が， 24時間程っと分裂して2個の

菌となる事を示すもので， この場合世代時聞は24時間で

あると考えられる。 No.2の動物に於ても同様で個の

菌の消長を示す curveと2個の菌のそれとは点K に於て

交叉し，時間にして約25時間，パーセントは同じく 50%

の点に相当する。その後の消長は第2図に見る如く，動物

No.l に於ける 2個の菌の巴urveと4個の菌の curveii 

点B，4個の菌と 5個以上の菌のそれは点Cに於て夫々交

わる。 B点の読みは時間にして48時間，パーセントにし

て25弘 C点の読みは20%及び64時間に相当する。 No.

2の勇ナ劫では同じくこれがB'，C'に於て交わり，前者の読

みは percentageが約25弘時聞は約48時間，後者はこ

の値が夫々約 10%，78時間で‘あった。この様に S.C.C.に

よっても菌はlogarithmicな増殖を示す事が証明され，従

ってこれから世代時聞を推定する事が可能である。倫 125

時間までの dataの詳細は第5表，第6表に記載した通り

で， 12日時聞になると 11-20個から成る COlOnyが最も多

く (46.8%)5-10個のものがこれに弐ぐが (25.0%)，1個

の菌も倫9.6%に認められた。一定の誤差を許す範囲内で，

これだけに相当する菌が死菌でーあったと考えてよし、であろ

う。 2個から4個までの菌が殆んど見当らないのは総計

で2.7%)この時却になると大部分はそれ以上に分裂してし

94 
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第2圃 BCGの堵猫状態と世代時間

まうためと考えられる。

5. 綿括並びに考按

実験重工物を使用する場合，純系の霊訪物を使用すべきこ

とが近来特に主張されて居る。この目的が，動物の総ゆる

条件を一定にし，個体差を出来るだけ少なくして実験成績



の正確を期そうとする事にあるのは云う迄もない。然るに

今日の我が国の実情に於ては，純系の重t物を数多く使用す

る事は可なり困難である。従って多くの場合，雑系と考え

られる雷助によって実験しなければならず，必然的に個体

差の有無が問題となって来る。殊に結該に於てはS.C.C.法

の成穫を指標として個体の免疫，抵抗を見て行こうとする

試みが数多くなされているが，この様に変動の多し、方法を

用u、る場合，特に個体差につし、て慎重な注意が必要となっ

て来る。この点に就いては，海浜血液の結該菌増殖作用に

個体的な差ありと唱える者もあり差無しと唱える者もあっ

て必ずしも一致を見ていなし、。例えば加納21)，辻木2均等は

菌増殖作用に個体的な差なしと云い，緒方::;)，宝来ヨ4¥熊

本m等は個体差ある事を認めて居る。特に緒方は 118頭中

28%に於て，熊本は65頭中4.5%に於て菌増殖傾向が認

められなかっと報じて居る。閉す4)，宝来世〉等はこれに反

しパラアィンを用いて全例に菌の矯殖を認め，我々の実験

に於ても程度の差はあれ菌増殖傾向を認めなかった例は l

例もなかった。流動パラ 7ィンと共に我々の用いた食塩水

添加法も菌増殖には好適と考えられる。然し個体差につい

ては既述の実験成搭から明らかな様に，我与もこれを認め

るに容かでない。これまで個体差を認めたものの判定方法

には可なり主観的なものがある様に思われたので，我々は

実験手授を一定にし判定にも客観的な基準を設けて比較し

たが，やはり裁物個体間には相当な聞きが認められた。但

し我々の成跨は，重量的に同じ動物を集めはしたが純系の

翫物によるものではなく，年齢，性別，環境等の点につい

て更に検討を要するものと考える。然しそれにしても一見

同じように見える裁物聞に，甚だしく増殖を抑えるものが

ある事は注意を要する。我々の得た威信?から見れば，かか

る個体差を考践に入れない限り，免疫の程度，裁物血液の

菌発育阻品作用等を S.C.C.法によって比較する事は無意

味である。かかる研究を行う場合は同一個体について菌に

対する血液の作用の消長を調べるか，或いは極めて多数の

重動物から得た成揮を平均して結論を求めるより他はないと

考える。後者の方法を取ったにしても裁物の持つ個体差は

相当に大きいから，実験誤差も亦可なり大きいと見るべき

であろう。

次に我々はS.C.C.を用いてBCGの世代時聞を求めよ

うと試みた。これまで結該菌の世代時聞は色々な方法によ

って測定されているが，その値は勿論，用¥:、られた培地，

菌型，菌株及び測定方法如何によって異なるものである。

世代1時間の測定は Yournans等に負う所多く，培養菌の窒

素を測定して世代時聞を求める法制 (Mi巴ro・Kjeldahl法)，

少量の菌を液体培地に植えて増殖による混濁が最初に認め

られた日数から求める法27)(Srnall ino巴ulurntechnique)， 
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マウスに菌を接種してそのsurvivaltirneから求める法的，

菌液の turvidityから Nephelorneterによって測定する

法制，などが報告されて居る。この中動物体内に於ける世

代時聞は毒力菌の場合しか求められない。他の3者はすべ

ての菌型，菌株に用い得るが，何れも菌の質量増加に主眼

を置き，これから間接的に計算によって求める方法である。

世代時間とは云う迄もなく l個の菌が2個 2個が4個に

分裂するに要する時間であるから， S.C.C.法はこれを顕微

鏡下に観察し得る唯一の方法である。この方法は連続的な

方法でない事，及び多大の労力を要すると云う欠点を持つ

が 個 I個の菌の分裂状態を直接肉眼で見得ると云う点

で意義のないものではない。我が国に於ては既に辻本22)，

の報告を見るが，我々も F時聞から 125時間に亘って詳細

に菌の増確状態を観察し，前述の如く BCGの世代時聞を

24時間と推定した。向辻本は培養と同時に菌が対数増殖期

に入るものと仮定し，世代時聞を計算によって求めて 31

時間と報告して居る。但しこれは BCGでなく人型菌上池

株に於けるものである。菌株によって世代時間が異なる事

は当然考え得るが，同一菌株でも S.C.C.法の場合は血液に

よって差が出ると考えられるのでつの菌株の妥当な世

代時聞を求めるには何頭かの血液について測定した値を平

均するのが良いであろう。但し世代時聞は菌株に固定した

ものではなく，条件によって夫々の場合に異なる答のもの

であるから，各動物について一定しなくても，何れが疋し

く何れが誤りと云うべきものではなし、。

菌に於ても一般的に云って l個 I個の菌が有する世代

時間に遅速があると考えられるので，我々は50%致死量，

50%溶血などの考え方と同様に，全体の菌の中半数が分裂

して倍になる時聞を l世代時間と見倣す事にした。かく考

えて第l図の点A及びA'を眺めると， この点は丁民権軸

の読みが50%であるから，J{間の菌が半数に減じそれだ

けの分が2個に分裂した事を示す点でーある。時間で見ると

A， A'共に大体24時間に相当する。者し24時間を i世代
時間と考えるならはこの時却に見られなかった4個の菌

(厳密に云えば0.2乃至0.9%に存在)が以後増加し 2個

の菌が減少して両者の curveが交叉する点は当然48時間

目である筈である。而して実際に観察した点は第2図のB

及びB'で，両者は何れもこの理論値を完全に満足する事

が出来た。即ちB，B'は2個の菌と 4個の菌が同率に認め

られる点で，最初から数えて2世代目を示すものと見倣し

得る。従ってこの実験に於ける世代時間は約24時間と推

定する事が出来るο 同様にして3世代目の点C，C'は夫今

64， 78時間の値を得た(理論的には72時間となる筈であ

る)02代目まで2頭の雪劫の値が良く一致したのtこここに

来て多少の「ずれ」を認めた理由は，実際に4個の菌と 8
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個の菌の交叉点を求める代りに 4個と F個以上の菌の交

叉点を求めた為であろう (培養時間の車五邑と共に3個 5

個などと云う 2の倍数でない colonyも現われて来るので

交叉点に見られる夫々のパーセントも亦必ずしも理論通り

ではなくなって来る)。然し何れにせよ以上の成存から見る

と，菌はs.c.c.法で培養した場合も}定時間の問 logari-
thmicな増砲を示す事が明らかでゐる。これから世代時聞

を求める事は，梁色標本を観察して分裂状態を見るもので

ある点に於て直接的な方法であり，同時に又可なりの正確

さを持つものと考える事が出来よう。

6.結論

1) S.C.C.法の成語をより正確なものとするため，菌

液の調製並びに途中の操作に改良を加え，その判定法に客

観的定量的な方法を考案した。増菌率及び増殖指数の測定

がこれで，実例につきその求め方を述べた。

2) S.C.C.法に於ける菌増殖状態を21例の海浜につ

いてこの方法で比較した桔果，動物相互間に個体差あるを

認めた。但し菌増殖傾向の見られなし、ものは l例もなかっ

た。

3) S.C.C.による菌の増殖には対数的増殖期が認めら

れ， これによって求めた BCGの世代時聞は約 24時間で

あった。

摘を終るに常~ ，終始御指導御校関を君主うした恩師大

原教授に表，C、ょ P感謝する。
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