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ｈｅ”"ｏｃＷｉｓｃａｒ〃Z（以下ＰＣと略記）およびこれ

によって起こるＥＩｚｅ""JocWLiscαγi"/／肺炎（以下ＰＣ

肺炎と略記）の研究史の概要については既に述べたとこ

ろであるが(吉田ら，1976)，従来，人体あるいは動物か

らの病原体の検索は，すべて肺（時には肺以外の臓器）

の塗抹標本（スタンプ標本）または組織切片標本につい

て実施された．従ってその検索はごく少量の材料につい

て行われたものであり，検出率の低いことが容易に想像

される．我々は，ＰＣの培養が困難とされている現在，

もし被検材料から病原体を能率よく集めることが可能と

なれば，本症研究上稗益するところが大きいと考え，集

病原体法の確立を検討することにした．ごく最近,Pifer

etaZ.（1977）はＰＣの培養に成功したことを報じたが，

たとえ培養が可能となっても集病原体法の価値を減ずる

ものではない．

Ｐｃなる生物は目下のところシスト（cyst）と栄養型

(trophozoite）と考えられる時期のものしか知られてい

ない．そしてこれが既報（吉田ら，1976）の図示したよ

うな生活環で増殖しているものと考えられている．栄養

型はアメーバ状で，周囲の環境に対する抵抗力が弱く，

集病原体法に用いる薬液などにより容易に変形・破壊さ

れてしまうので，今回は抵抗力の比較的強いシストを集

める方法に重点を置いて検討を行った．従って以後，集

シスト法と呼ぶことにする．

集シスト法の有用性は次の如く挙げることができる．

まず人体剖検肺および動物肺などからＰＣの潜在感染を

摘発することができる．このことはＰＣの各動物間にお

ける広がりを明らかにし，人への感染経路，ひいては感

染予防を考える上に役立つ．つぎに感染肺におけるＰＣ

濃度を定量的に表現することが可能となり，ＰＣ肺炎の

程度の表示，動物発症実験や治療実験の効果判定などに

役立つ．さらにＰＣの収集・純化により電顕材料・抗原

作成・培養実験など，今後の研究に役立つ可能性をも

つ

このような見地から，我々Iま種々の集シスト法を比較

検討した結果，収集率が高く，かつ染色結果のよいコラ

ゲナーゼ消化法を確立することができたのでここに報告

する次第である．

実験材料

今回の実験に用いた材料は人の肺と動物の肺とであ

る．人の肺は，白血病や悪性リンパ瞳あるいは各種内臓

癌で死亡した患者から取り出したＰＣ陽性のものであ

り，動物の肺は，体重150～2009のラットに酢酸コーチ

ゾン25ｍｇを週２回宛数週間にわたり皮下注射し，実験

的にＰＣを発生・増殖させたものである．細かい実験方

法は各項目で述べることにする．

成績

実験Ｉコラゲナーゼ，トリプシン，塩酸ペプシンな

どによる集シスト法の比較

肺胞内に粘稠な蜂窩状泡沫物質を形成して存在する

ＰＣを取り出すためには肺組織をホモジナイズした上で

何らかの消化酵素により組織を消化することが収集率を

高めることになる．今回は上記３酵素の比較検討を行っ

た．

方法：湿重量１９の肺を秤量しホモジナイザー用試験

管にとり，生理食塩水５ｍｌを加え，約１８，０００rpm２

本研究は文部省科学研究，一般研究(244032号)の補

助を受けて行われた．記して謝意を表する．
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分間ホモジナイズし，のち３，０００rpm５分間遠沈し上清

を捨て，得た沈法を以下の実験の材料とした．ホモジナ

イザーは全実験を通じ11本精機ＨＢⅡ型を用いた．

１．コラゲナーゼ消化法

上記の沈法に0.1％コラゲナーゼ２ｍｌを加え，よく混

和したのち３７Ｃに保ち，時々攪拝しながら４時間おく．

ついでガーゼ１枚で濾過し，濾液を３，０００rpm５分間遠

沈し，上清を捨て，沈法をピペットでよく混和したのち

その全部をスライドグラスに塗布する．この標本は風乾

後toluidineblue-O染色（以下ＴＢＯ染色と略記）や

Gomori，smethenaminesilver染色Grocott変法（以

下ＧＭＳ染色と略記）を施して鏡検に供した．

２．トリプシン消化法

トリプシンはカルシウム塩とマグネシウム塩とを除い

たリン酸緩衝液の0.25％溶液として用いた．上記の沈笹

を５０ｍｌ容のビーカーに入れ，それに３７Ｃに加温した

トリプシン溶液20ｍｌを加え，室温で15分間マグネテ

ィックスターラーで攪枠する．ついで新らしい３７Ｃト

リプシン溶液と交換して攪伴し，この操作を４時間くり

返す．その後この溶液をガーゼ１枚で濾過し,3,000rpm

５分間遠沈し，その全沈潅を１と同様スライドグラスに

塗布し，染色標本を作成した．

３．塩酸ペプシン消化法

塩酸ペプシン溶液は，蒸溜水lOOmlにペプシン（１：

１０，０００）100ｍｇと濃塩酸0.7ｍｌを加え作成した．上記

の沈澄にこの消化液10ｍｌを加え，３７Ｃで４時間，時

々攪伴しながら保持する．ついで上記と同様ガーゼ濾

過，遠沈の後全沈法をスライドグラスに塗布して染色標

本を作成した．

結果：まず消化状態はコラゲナーゼが最もよく，つぎ

は塩酸ペプシンであり，トリプシンではほとんど消化さ

れず，生理食塩水だけを加えて３７Ｃで４時間保持した

ものと殆んど同じであった．コラゲナーゼの場合はよく

消化されているので濾過したガーゼに付着する残法も最

も少なかった．

つぎに染色標本作成の段階において，トリプシン消化

および塩酸ペプシン消化を行った標本は共に，ＴＢＯ染

色において硫酸化の時に，またＧＭＳ染色においてク

ロム酸化の時に塗布した標本がスライＦグラスから剥離

し，完全な染色標本を作ることが困難であった．一方コ

ラゲナーゼ消化法では，標本の厚さが厚い場合はＧＭＳ

染色のクロム酸化の時に剥離することがあったが,ＴＢＯ

染色ではかなり厚い標本でも全く剥離することなく，ま

たＰＣの染色'性もスタンプ標本と殆んど差なく良好であ

つた．生理食塩水のみで処理した標本でも，あまり剥離

は起らず，ＰＣの染色性も良好であったが，組織が消化

されていないため，標本の厚さにむらが強く，鏡検は

400倍で行う必要を生じ実用化は困難であった．これに

比し，コラゲナーゼ消化標本は全体によく消化されて

おり，Ｆｉｇ．１，２，３に示す如く均一な組織残澄の中

に，メタクロマジーを起こしたシストがほぼ均等にばら

まかれて明瞭に判別された．少し憤れれば100倍ないし

200倍の弱拡大で充分識別し，カウントすることが出来

る．

以上の如く，ＰＣ収集のための肺組織消化法としてコ

ラゲナーゼ，トリプシン，塩酸ペプシンの３酵素を比較

したところ，コラゲナーゼが格段優れていることが明ら

かとなった．

実験１１コラゲナーゼ消化法による集シスト法およ

び定量法の検討

上記実験Ｉによりコラゲナーゼ消化法を用いることに

よりＰＣの収集ならびに定量が可能と考えられるに至っ

たので，さらに本法を細部にわたって検討した．ここで

は我々が得た最良と思われる集シスト法術式をまず述

べ，ついで種々の操作条件の比較検討結果を述べること

にする．

Ａ、コラゲナーゼ消化集シスト法および定量法の術式

１．被検肺湿重量１９をホモジナイザー用遠沈管にと

り，ハサミで細断する．

２．生理食塩水５ｍｌを加える．

３．ホモジナイザーを用い，約１８，０００rpm２分間細

切する．

４．生理食塩水５～10ｍｌを用いホモジナイザーの刀

やシャフトを洗鵬し，液はすべて遠沈管に集める．

5.3,000rpm５分間遠沈し上清を捨てる．

６．沈法に0.1％コラゲナーゼ（Sigma社Collage‐

nasetypel）２ｍｌを加え，ガラス棒でよく混和する．

７．３７Ｃ'恒温室に入れ，２０～３０分毎にガラス棒で攪

伴し，４時間保持する．

８．ガーゼ１枚で濾過する．

９．濾液の０．０１ｍｌを３回とり，Ｆｉｇ．４の如くスライ

ドグラス上の３ケ所に滴下する（３点標本)．

１０．残りの濾液を３，０００rpm５分間遠沈し上猜を捨て

る

11．沈法をピペットでよく混和し，全沈澄をＦｉｇ．５

の如くスライドグラスに塗布する（沈直標本)．

１２．３点標本および沈法標本は風乾後，ＴＢＯ染色を

行う．その方法はChalvardjianandGrawe（1963）ま

１５）
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Ｆｉｇ．１PTzczｨ"ＪＯＣシsZIscαﾉｰｉ７ｚ〃cystsstainedwitl］ｔｏｌｕｉｄｉｎｅｂｌｕｅ－Ｏｓｈｏｗｉｎｇａｐｐｒｏｘ１matelyuniform

distributionofcystsintheconcentrationspec1men（lOOx)．Ｆｉｇ．２４００×magnifcationofthesame

speclmenaｓｓｈｏｗｎｉｎＦｉｇｌ，Ｆｉｇ．３１，０００×magnificationoftheｓａｍｅｓｐｅｃｌｍｅｎａｓｓｈｏｗｎｉｎＦｉ９．

１．Ｆｉｇ．４３－pointsspeclmens，ｅａｃｈｃｏｎｔａｉｎｓＯ,Ｏ１ｍｌｏｆｔｈｅｃｙｓｔｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ,forquantitation・Ｆｉｇ．

５Sedimentspeclmenwhichconta1nｓａｌｌｔｈｅｓｅｄｉｍｅｎｔｏｂｔａｉｎｅｄｆｒｏｍｌｇｏｆｔｈｅｌｕngsaftercolla‐

genasedigest1on，Ｆｉｇ．６１０－pointsspeclmensfortheexaminationofvariationsarnongdrops(0.01

ｍl）ofcystsuspenslon・Ｆｉｇ．７Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃｙｓｔｓｉｎａｄｒｏｐ（0.01ｍl）ofcystsuspenslonwere

calculatedａｓｆｏｌｌｏｗｓ：Ｎｏ．ofcystsdistributingalongaxisA（400×）×Ｎｏ．ofmicroscopicalfield
alongaxisB（400×）×3.14/4．

1６
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たは吉田（1977）を参照されたい．ＧＭＳ染色を行う場

合はGrocott（1955）を参照されたい．ＴＢＯ染色の方

がはるかに簡便である．

１３．ＰＣの検出は沈澄標本の全視野を鏡検して行う．

ＰＣを認めた時は次の定量を行う．

１４．ＰＣの定量には上述の３点標本を用い，400倍拡大

でＦｉｇ．７に示す如く，まずＡ軸に沿って鏡検し，ＰＣ

シストをカウントし，それにＢ軸における視野数を乗

じ，さらに3.14/４を乗じて0.01ｍ'中のシスト数とする．

３標本の平均値を200倍し，肺１９中のシスト数とする．

100未満は四捨五入する．

シストが非常に多くてカウントし難い場合，例えばス

タンプ標本で既にかなり多数のシストが認められている

様な場合は，ガーゼ濾過の前に生理食塩水を加えて何倍

かに稀釈しておき，濾過後，同様に0.01ｍｌを３ケ所に

とり，それらの平均値に稀釈倍数を乗じて１９中のシス

ト数を算出すればよい．

Ｂ・定量で予想される誤差の検討

上述の集シスト定量法において，ＰＣ浮遊液0.01ｍ’

中のシスト数がどの程度の変異を示すかを検討した．

方法はＰＣ陽』性の肺１９をとり，上述の如く集シスト

を行い，ガーゼ濾過後，濾液から０．０１ｍｌのサンプルを

10回とり，Ｆｉｇ．６に示す如くスライドグラス上に塗布

し，風乾後ＴＢＯ染色を行ってカウントし，肺１９中

のシスト数を算出して変異を比較した．

その結果を検出数の多い順にならべてみるとＴａｂｌｅ

ｌの如くである．シスト数の最も多いＮｏ．１を100％と

すれば，最も少いNo.１０は83.2％で，その単純変異幅

TablelVariationsofcountsofP．αIﾉｰ/"/／

cystsinthe3-points

quantitationmethod

l土16.8％である．今回我々の考案した定量法は３点標本

を用いる方法であるから，極端な場合を考えてみると

Ｎｏ．１，２，３とＮｏ．８，９，１０の変異，すなわち前

者の平均値1,004,600と後者の平均値857,800となり前者

を100％とすれば後者は85.4％となり変異幅は14.6％と

なる．この様な極端なことは殆んどないから，少くとも

Ｎｏ．２，３，４とＮｏ．７，８，９の変異幅10％程度に

収まるものと考えられる．

Ｃ・ホモジネーションによる影響

ホモジネーションによりシストが破壊され検出数の低

下が起こるか否かについて検討した．その方法は，重さ

数ｇのＰＣ陽性肺の１塊をとり，厚さ１～２ｍｍに出

来るだけ薄くスライスし，生理食塩水５ｍlの中に浸し，

ピンセットで軽く圧迫しながら肺組織が白くなるまで洗

糠し，ＰＣを水中に遊離させる．さらにガラス棒でよく

攪伴したのち，ガーゼ濾過し，その濾液ｑＯ１ｍｌを３回，

型の如くスライドグラス上に塗布する(前標本)．次に同

濾液を約18,000回転２分間ホモジナイズした後３点標本

を作成する．この操作を５回反復した．

その結果はＴａｂｌｅ２に示す如く，サンプルＡではホ

モジネーションを行わない時のシスト数と，１～５回行

った後のシスト数との間に殆んど差は認められなかった

が，サンプルＢにおいては４回目のホモジネーション以

後やや減少を示した．しかし我々の集シスト法ではホモ

ジネーションを１回行うのみであるので，その影響は殆

んどないと考えてよい．

一方，ホモジネーション前後におけるシストの染色性

と形態的変化についても検討を行ったが，差異はなかっ

た．

Ｄ、遠心沈殿の回転数および時間によるシスト収集能

率

上述の集シスト法術式においてシストの遠沈収集には
Ａｖｅｒａｇｅｏｆ
Ｎｏ、１，２，３，

ａｎｄ

Ｎｏ．８，９，１０

Ａｖｅｒａｇｅｏｆ
Ｎｏ、２，３，４，

ａｎｄ

No.７，８，９

Countsof

cysts/ｇｏｆ
ｔｈｅｌｕｎｇｓ

Ｎｏ．ｏｆ
●

sｐｅｃ１ｍｅｎ

Ｔａｂｌｅ２１ｎＨｕｅｎｃｅｏｆｒｅｐｅｔｉｔｉｏｎｏｆｈｏmogenation

onP・Ｃａが"lricysts
1,027,600（100％）

1,001,700

９８４，４００

９２３，９００

９２３，２００

９１８，５００

８９０，２００

８６３，５００

８５４，９００

854,900(83.2％）

１
２
３
４
５
６

|柵|柵，

ｌｅｗｌ柵

Countsofcysts/ｇ
ｏｆｔｈｅｌｕｎｇｓFrequencyof

homogenation
SａｍｐｌｅＡＳａｍｐｌｅＢ

０（pre-homogenation）

1

２

３

４

５

４，７３９，８００

４，７５１，６００

４，９８４，８００

４，８３９，９００

４，１７１，２００

４，８８９，０００

６，１９８，４００

５，４９５，０００

６，０９６，３００

５，５４３，７００

５，０７７，４００

５，２５９，５００

８
９
０
１

（１７）
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Table3EHiciencyofcentrifugationsincystconcentrationstartingl,O００ｒｐｍｆｏｒ５ｍｉｎｕｔｅｓ

Centrifugation Ｃｏｕｎｔｓｏｆｃｙｓｔｓｉｎｅａｃｈｓｅｄｉｍｅｎｔ

SａｍｌｅＣ SampleDrｐｍｍｌｎｕｔｅｓ

鰡鯏…|の川札‘5露IIl2剛 釧鮒…)川Ｉ
５＊

1０

１０

１０

１０

１，０００

１，０００

２，０００

３，０００

４，０００

(10Oｿ6）

＊Supernatantwasrecentrifugedbynextgradeofcentrifugation・

Table4EHiciencyofcentrifugationsincystconcentrationstarting2,O00rpmfor3minutes

Centrifugation Ｃｏｕｎｔｓｏｆｃｙｓｔｓｉｎｅａｃｈｓｅｄｉｍｅｎｔ

SampleE SampleFrｐｍｍｌｎｕｔｅｓ

鬮馴脚…|⑲川’12,200（3.1％）

2,300（０．６％）

３＊

５

１０

１０

2,000

2,000

2,000

3,000

贄鯛鰍|}…|⑭川9,300（3,2％）

900（0.3％）

＊Supernatantwasrecentrifugedbynextgradeofcentrifugation・

Table5FHiciencyofcentrifugationsincystconcentrationstarting3,OＯＯｒｐｍｆｏｒ３ｍｉｎｕｔｅｓ

Centrifugation Countsofcystsineachsediment

SampleG SampleHｍｌｎｕｔｅｓrｐｍ

蝋:鰍|}(，川1
1,600（０．８％）

３＊

５

１０

３，０００

３，０００

３，０００

'謡IIl蹴|｝
1,400（０．８％）

(99.2％）

＊Supernatantwasrecentrifugedbynextgradeofcentrifugation．

3,000rpm５分を用いているが，これは次の如き実験の

結果決定されたものである．

ＰＣ陽性肺１９に生理食塩水５ｍｌを加えてホモジナ

イズし,ガーゼで濾過した濾液を材料とした．まず1,000

rpmからスタートした実験結果から述べると（Table

3),上記濾液を１，０００rpm５分間遠沈し,上清は別の遠沈

管に移し，沈法は0.1％コラゲナーゼ２ｍｌを加え型の如

く消化し３点標本で定量する．上清はさらに1,000rpm

１０分間遠沈し，上清と沈法に分け沈法は定量を行う．上

清はつぎに2,000rpm１０分間遠沈を行う．この様にして

3,000rpm１０分間，4,000rpm１０分間まで実験を行った

所，Ｔａｂｌｅ３に示す如く，サンプルＣ，Ｄとも2,000rpm

１０分間で97.6～98.6％の回収率があり，3,000rpm１０分

間の還沈でほぼ100％回収出来ることが明らかとなった．

次に2,000rpmからスタートした実験結果はTable４

に示す如く，２，０００rpm１０分間で99.4～99.7％の回収率

を示した．さらに3,000rpmの実験ではＴａｂｌｅ５に示

す如く，３分間では83.4～84.2％の回収率であったが５

分間では99.2％となった．

上記の結果から，2,000rpm１０分間あるいは3,000rpm

５分間でほぼ回収の目的が達せられることが明らかとな

ったが，次のＥにおいて述べる如く3,000rpm１０分間の

遠沈でシストが変形または破壊されて検出率に影響する

というような懸念はないので，実用上，短時間で処理す

る便利さから遠心沈殿は3,000rpm５分間を用いること

に決定した．

Ｅ・遠心沈殿のシストに及ぼす影響

この実験では遠心沈殿の操作によってＰＣシストが破

壊されてカウント値が減少しないか，また形態的変化が

生じないかについて実用回転数２，０００～３，０００rpmの範

（１８）
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Table6EffectofrepetitionofcentrifugationonthecountsofP．ｃαγ〃ｉｃｙｓｔｓ

Countsofcysts/ｇｏｆｔｈｅｌｕｎｇｓ

Frequencyof
centrifugation

2,000ｒｐｍ，１０minutes ３，０００ｒｐｍ，１０ｍｉｎｕｔｅｓ

Ｓａｍｐｌｅｌ ＳａｍｐｌｅＩ′ ＳａｍｐｌｅＪＳａｍｐｌｅＪ′

０（pre-centrifugation）

１

２

３

４

５

185,700

198,000

191,600

172,３００

１９４，６００

１７１，３００

Ｎ
Ｎ
Ｎ
Ⅱ
Ⅱ
Ⅱ

７
９
９
６
９
９

０
７
６
０
２
９

２
１
５
２
５
４

２
２
２
２
２
ワ
】

588,400

574,500

658,400

689,300

728,800

650,400

418,500

397,600

401,000

340,７００

３８０，０００

３７２，５００

囲内で検討を行った

方法はＰＣ陽性肺１９をとり，生理食塩水５ｍｌを加

え型の如くホモジナイズし，ガーゼで濾過し濾液を用意

する．まずこれの０．０１ｍｌを３点標本としてシスト数を

カウントする．ついでサンプル1,1'では2,000rpm，Ｊ,J′

では3,000rpmで共に10分間遠沈した後，混和して再び

３点標本を作成する．これを５回繰り返して得た結果を

Ｔａｂｌｅ６に示した．

この結果によれば3,000rpm10分間の遠沈を５回反復

するという外力を与えても，集シスト法の検出率には影

響がないといえる．ちなみに集シスト法に用いている染

色法すなわちＴＢＯ染色やＧＭＳ染色は比較的強靭な

シスト壁を染色するのであり，少くともシスト壁には影

響がなかったものと考えられる．

Ｆ、コラゲナーゼ消化法におけるコラゲナーゼの最適

濃度の検討

ＰＣ陽性の肺を１９とり，型の如くホモジナイズした

沈漬を用い，これに０．０１％から３％に至る種々の濃度の

コラゲナーゼを作用させたその結果，肺組織の消化

状態はコラゲナーゼの濃度が高く，時間が長い程良好で

あったが，0.05％以下の濃度では４時間の３７Ｃ保持で

殆んど消化されなかった．一方Ｐｃシストに及ぼす影響

はコラゲナーゼ１％以上の濃度では３～４時間でシスト

壁の変形を生じたが,0.5％以下では変形ならびにＴＢＯ

染色での染色性の劣化は認められなかった．従って実用

上なるべく消化時間を短縮し，ＰＣへの影響を防ぎ，か

つ経済性を考慮した結果，コラゲナーゼ濃度は0.1％，

消化時間は４時間を基準とすることとした．

実験１１１肺の塗抹標本ならびに組織切片標本と集シ

スト法とのＰＣ検出率の比較

従来ＰＣの検出には肺の塗抹標本（スタンプ標本）と

組織切片標本とが用いられ，ＰＣの濃度についても，報

告者により色々な表現法が用いられてきた．ここでは今

回我々の考案した集シスト法と従来の検出法との比較結

果を述べることにする．

方法：本実験には種々の濃度の感染肺が必要となるの

で動物実験によることとした．すなわち酢酸コーチゾン

を投与し，ＰＣを発生せしめたラット，およびそれらの

コントロールとして無処置のまま飼育したラット，合計

33匹を種々な経過後屠殺し，その肺を材料とした．屠殺

後直ちに右上葉，右下葉，左下葉の割面から２枚ずつの

スタンプ標本を作成し，１枚はギムザ染色，他の１枚は

ＴＢＯ染色を施した．組織切片は右下葉の一部について

７’の厚さで作成し，３枚のＴＢＯ染色標本を作って

検索した‘集シスト法は残った肺１９について実施し

た．

結果：Ｔａｂｌｅ７に示す如く，使用したすべてのラット

の肺から集シスト法でＰＣが検出された．すなわち酢酸

コーチゾンを投与しなかった５匹のラット（いずれもシ

スト数は１万個以下）もＰＣ陽｜性で，このことは動物舎

内における潜在感染を示唆しているが精細については別

途報告の予定である．

とにかく各ラットについて肺１９中のシスト数を１万

個以下の軽感染から100万個以上の濃厚感染までTable

７の如く５段階に分類してみると，１万個以下であった

ラットは12匹であるが，これらはスタンプ標本および組

織切片標本では全く検出することができなかった．１万

ないし10万個を示したラットは７匹であるが，その内２

匹がスタンプおよび切片標本でＰＣを認めたにすぎな

い．１０万個以上になると，大ていの場合，スタンプ標本

および切片標本でも見出されるが数が少ないため時に見

逃される．しかし50万個以上になると従来の方法でも見

逃されるものはなくなる．この結果から集シスト法が従

来の方法に比しＰＣ検出率において格段優れていること

（１９）
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Table7DetectioncapabilityofP・ｃａ７〃／ｃｙｓｔｆｒｏｍｔｈｅｌｕｎｇｓｂｙｓｍｅａｒ，

histologicalsection，andconcentrationmethods

Categoryofcystcounts
revealedbycollagenase
concentrationmethod

Ｎｕｍｂｅｒｏｆｒａｔｓｐｏｓｉｔｉｖｅｆｏｒｃｙｓｔｒｅｖealedby

histological
section

cｏｎｃｅｎｔｒａｔｌｏｎ

ｍｅｔｈｏｄ

sInear

preparation

ｌｅｓｓｔｈａｎｌＯ,000

１０，０００～１００，０００

１００，０００～500,000

５００，０００～1,000,000

ｍｏｒｅｔｈａｎｌ,0００，０００

２
７
８
３
３

１ ０
２
７
３
３

０
２
８
３
３

Totalofpositiverats

Totalofnegativerats

positiverate（％）

３３

０

１００

1５

１８

４５．５

1６

１７

４８．５

が明らかである． 我々も実験の初期段階（吉田ら，1974）においてはラ

ットを用いてのＰＣ発生実験において，肺スタンプ標本

ギムザ染色で，1,000倍拡大で１００視野中のＰＣシストを

カウントし，シストが認められないものをｏ（陰性)，

１～19個をｇｒａｄｅＩ（少)，２０～49個をgradeⅡ（中

等度)，５０個以上をgradem（多）と分別評価した．

我々は上記の報告の中でも触れたように，さらに能率

よくシストを集め，かつ定量的表現の必要性を考え検討

を加えてきたのであるがコラゲナーゼ消化法に至った過

程は次の如くである．

まず肺組織からＰＣを収集しようとする試みはNor‐

ｍａｎａｎｄＫａｇａｎ(1972）によって最初に行われた．彼ら

は間接螢光抗体法に用いるシスト懸濁液を作成する目的

で，ＰＣに感染している人体肺をホモジナイズし，薦糖

濃度勾配法で交雑物を出来るだけ除き，sonicationに

よってさらにシスト以外の宿主細胞を破壊し，出来るだ

けシストを純粋に採集しようとした．しかし本法は集シ

ストを目的としたものではない．

次に肺組織はコラーゲンを多く含んでいるところか

ら，HinzandSyverton（1959）はインフルエンザウイ

ルスの研究上，肺の上皮細胞を分離するためにコラゲナ

ーゼを用い成功した．HendleyandWeller(1971）は，

このコラゲナーゼ消化法を利用してＰＣ感染濃度の定量

を試みた．その方法は0.19の肺に６ｍｌの0.1％コラゲ

ナーゼを加え３７Ｃで数時間消化し，ガーゼ濾過後遠沈

し，沈澄にTrowell'ｓＴ－８ｍｅｄｉｕｍを加え１ｍｌとし，

これを倍数稀釈し，１/ｄのサンプルをスライドに塗布

し，ＴＢＯ染色を施してカウントした．この方法は定量

法として大いに意義があるが用いる肺材料が少<，集シ

スト法としての能力に欠ける所がある．我々はこれらの

考察

従来，病理解剖肺，生検肺，動物肺などからＰＣを検

索する方法としては，所謂スタンプ標本および組織切片

標本を作成し，前者についてはギムザ染色およびＴＢＯ

染色，後者についてはＴＢＯ染色あるいはＧＭＳ染色

を施す方法が用いられてきた．我々はさらに合計22種類

の染色法を試みＰＣ染色性の優劣を論じ第１報として報

告した(荻野ら，1977)．

上述の様な検索法は使用する材料が極めて少量である

為，軽度の感染は見逃される可能性が大きい．また感染

濃度の定量的表現もなかなかむつかしい．しかし若干の

研究者は従来の方法によって次の如き感染濃度の表現を

行っている．例えばFrenkeletaZ．（1966）はラットを

用いてのＰＣ発生実験においてスコアを次のような６段

階に分けて評価した．すなわち肺組織切片所見上，ＰＣ

を認めないものを０，ごく稀に見出すものl/２，少数の

肺胞内に少数認めるもの１，多くの肺胞に少数づつ認め

るもの２，ほぼ半分の肺胞に中等度の数のＰＣを認める

もの３，半分以上の肺胞にＰＣを認めるもの４，として

表現した．またＨｕｇｈｅｓｅｒａＺ.(1974）は宿主の反応を

加味しつつ，次の３段階評価を行った．すなわちｓｔａｇｅ

ｌは肺胞壁の細胞内にシストが存在するか，あるいは何

ら炎症性の細胞反応なしに肺胞内にシストが存在する場

合，stageⅡはＰＣの数がかなり多く，かつ肺胞壁にも

少々の炎症反応があり，肺胞マクロファージの反応のみ

られる場合，stagemは炎症性反応強〈，剥離性肺胞炎

の像があり，肺胞中にＰＣシストが多数みられる場合で

ある．

（２０）
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報告を参考として改良を加え集シスト効果と定量とを同

時に行う方法を考案したわけである．

結語

ＰＣの検出法として，肺組織をホモジナイズし，コラ

ゲナーゼで処理する集シスト法を考案した．この方法は

従来行われてきた肺スタンプ標本や肺組織切片標本での

検索に比し，大量の肺組織を検索できるので検出率が極

めて高くブ簡便でかつ染色性もよく鏡検が容易である．

これはＰＣ感染濃度の低いものの検出に役立つのみなら

ず，感染濃度を定量的に表現でき，今後のＰＣ研究に大

いに役立つものと考える．
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Abstract I

STUDIES ON PNEUMOCYSTIS CARINII AND PNEUMOCYSTIS CARINII

PNEUMONIA II. METHOD FOR CONCENTRATION

AND QUANTITATION OF P. CARINII CYSTS

Tsuyoshi IKAI, Yukio YOSHIDA, Kenji OGINO, Shigeru TAKEUCHI

and

MiNORU YAMADA

(Depa?~tment of Medical Zoology, Kyoto Prefectural University

of Medicine, Kyotoy Japan)

For the detection of Pneumocystis carinii from human or animal lungs, the smear and

section of the lungs so far have been generally used. However, those methods are of little

avail especially in the light infections because the quantity of material used is so small.

The present study indicates a new method which would be able to concentrate the cysts

efficiently, and express the density of infection quantitatively at the same time. The proc

edures are as follows :

1) lg of the lungs with 5 ml of saline is homogenized by 18,000 rpm for 2 minutes.

2) The homogenate is centrifuged at 3,000 rpm for 5 minutes.

3) The sediment is suspended in 2 ml of 0.1% collagenase then incubated in 37C for

four hours with several times of stir.

4) The digested fluid is filtered through a sheet of gauze.

5) Three drops, each contains 0.01ml of the fluid were put on a slide glass (3-points

specimen, see Figure 4).

6) The rest fluid is centrifuged, then all the sediment is spread on a slide glass (sediment

specimen, see Figure 5).

7) These specimens are stained with toluidine blue-O or methenamine silver nitrate.

8) The sediment specimen is thoroughly examined for P. carinii cyst.

9) When cyst is found, the 3-points specimens are examined for quantitation under 400 X

magnifications. The number of cysts in 0.01ml = number of cysts distributing along the axis

A X number of microscopical field along the axis B X 3.14/4 (see Figure 7).

10) The number of cysts in 1 g of the lungs = average number of 3-points specimens

X200.

The efficiency of the concentration method mentioned above was practically compared with

the usual methods, smears and sections. As shown in Table 7, the usual methods scarcely

proved the cysts when the cysts per gram were less than 10,000.

This concentration and quantitation methods would be valuable not only in pointing out

the organism in the light infections such as latent infection and post-treatment, but also in

preparing materials for antigen, electron microscopy, culture and so on.
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