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　　Tissue　responses　against　Cηψ如600‘κs　η召q加γ㎜η8　have　been　considered　to　depend　on　its　capsular

substances．　In　this　paper，　the　influence　of　the　capsular　substanses　in　tissue　responses　was　investigated．　A　strain

of　C，　neoformans　S，　Goki　producing　a　thick　capsule　was　treated　with　enzymes　at　an　optimum　conditiσn　to

dissolve　the　capsule．　After　the　treatment，　the　organisms　were　washed　with　sterile　physiological　saline，　then　the

cell　suspension　was　intra－tracheally　inoculated　into　mice．　The　pulmonary　lesions　were　examined　with　light　and

electorn　microscopes．　In　the　animals　inoculated　with　the　treated　cells，　granulomatQus　Iesions　formed　in　the

lungs　l　day　after　inoculation　and　the　lesions　became　into　cystoid　g　days　after　inoculation．　On　the　other　hand，

in　the　animals　inoculated　with　the　untreated　cells，　granulQmatous　lesions　fQrmed　in　the　lungs　l　day　after

inoculation，　and　the　lesion　becarne　cystoid　5　to　7　days　after　inoculation．　In　any　case，　cystoid　lesions　forrned　in

both　groups，　As　a　result，　it　is　suggested　that　the　enzymatic　treatment　of（1　neofo77nans　rnay　produce　a　time　lag

in　the　tissue　responses　in　the　lung，　Shinshu　Med．ノ：，40’　79－96，1992
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　身1生クリプトコックス症となり，特に髄膜を中心とす
　　　　　　　　　1　緒　　　雪
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　る中枢神経系に親和性がある3）。ヒトの感染ではべ年

　C」siptococczcs　neoformansは広く自然界に分布する　　齢，性別，人種，職業間に差異はない。　C．　neofor一

真菌で，特にハトの糞便中に多く存在する1）ことが確　　mansは日光により容易に殺菌され，正常健康人には

認されている。通常酵母形で発育し，菌体の直径は4　　ほとんど感染することはなく，また感染しても通常は

～20μmで，酸性ムコ多糖からなる5～10μmの厚さ　　容易に治癒するが，まれに孤立性の肺病変を作ること

の爽膜を有する。本菌によって引き起こされるクリプ　　がある4）。しかし，何らかの重篤な疾患が背景にある

トコックス症は，空気中に浮遊した菌体を吸引するこ　　患者の場合，クリプトコックス症は，生命予後に重大

とにより，おもに肺を初感染巣として急性および慢性　　な影響を及ぼし，アムフォテリシンBが開発される

の病変を形成する2）。ひとたび血中に移行すると，全　　以前は，その致死率は80から90％にも達していた3）。
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　したがって，クリプトコックス症は日和見感染症のひ　　菌生食水）で2圓洗浄後，2，000回転・5分間遠沈し

　とつとして理解され，抗生物質や副腎皮質ホルモン剤　　て集菌した。滅菌生食水で5×10s／m1の生菌浮遊液

の多用，悪性腫瘍5）およびその治療のため使用する各　　を調製した、

種の抗腫瘍剤や免疫抑制剤，あるいは，様々な疾患の　　　2　酵素液の調製

末期状態などに合併する深在性真菌症としてはカンジ　　a　Lysing　enzymesl7）（Sigma　Chemical　Co．　St．

ダ症，アスペルギルス症に次ぐものである6）7｝。さらに　　Louis，　MO，　USA）in　E　buffer（50mM　sodium

最近では後天性免疫不全症候群（AIDS）8）－12）や臓器　　citrate，100mM　sodiurn　phosphate　buffer，　pH　6，0）

移植に際しての免疫抑制状態における合併症として注　　2．5mg／ml　soIution．

目されている。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　b　ZymoJyase－100T（Kirin　Brewery　Co．，　Tokyo）

　C．neofo77nansの感染に対する宿主の感染防御機構　　in　O．07M　phQsphate　buffer（pH　7，5）0．012～0．024

については十分に解明されていない。菌体の産出する　　mg／ml　solution．

黄膜多糖体成分は，マンノース，キシμ一ス，グルク　　c　Lyticase　in　O．07M　phospliate　buffer（pH　7．5）

ロン酸からなる骨格を持ち，5種類の血清型はこれら　　0，43mg／ml　solution．

のモル比とO一アセチル化の比率の違いを示す。この　　d　Chymotrypsin（Worthington　Biochemical　Co，，

多糖体が最も重要な抗原物質のひとつとして着目され　　Freehold，　New　Jersey，　USA）in　O，01M　phosphate

てきた13）。葵膜の厚さは菌株によって異なり，また英　　buffer（pH　8．0）10．1mg／ml　solution．

膜の厚さが病原性とは必ずしも相関しないことがわか　　　e　α一mannosidase（Sigma　Chemical　Co，，　St．

ってきた14，15）。しかし，厚い爽膜は好中球や貧食細胞　　Louis，　MO，　USA）in　O　．04M　acetate　buffer（pH　4．5）

による食作用に抵抗性で，菌体の病原性に関与してい　　8．3mg／ml　solution．

ることは事実である。感染病巣も嚢胞様病変や肉芽腫　　f　Papain（Elastin　Product　Co．，　Owensville，　MO，

性病変などと多様で，臓器によっても形成される病変　　USA）in　O　．　01M　phosphate　buffer（pH　8．0）3．2μ1／

が異なることが知られている’6）。しかし，嚢胞様病変　　ml　solution．

を形成する株でも，感染初期に肉芽腫性病変を形成す　　9　β一N－acetylglucosaminidase（Sigma　Chemical

ることがある。そこで，著者は酵素によって厚い英膜　　Co．，　St．　Louis，　MO，　USA）in　O．1M　citrate　buffer

を剥離することにより，細胞壁を露出させ，そのよう　　　（pH　5．5）23。1μ1／ml　solution．

な菌体が生体内でどのような病変を形成するかを検討　　3　菌体の酵素処理

した。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　各種酵素による菌体処理については様々な条件によ

　　　　　　　　II材料と方法　　　　・て予備的に行・た結果・肝の方法力撮も良い効果
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　を上げた。

A材料　　　　　　　　　　 aLysing　enzymes：
1　実験動物：5週齢の雄性ICRマウス（日本チャ　　　（1）菌液1．Om1を遠沈（2，000回転・5分間）して

一ルズ・リパ㍉厚木）を使用した。実験中は，　　　　上清を捨てる。

TAR－50型エァコンボックス内で飼育し，実験動物用　　　（2）緩衝液（E　buffer）で2回洗浄，遠沈（2，000

固形飼料MF（マウス・ラット・ハムスター）（オリ　　　　回転・5分間）する。

エンタル酵母工業）と水道水を自由に摂取させた。　　　　（3）Lysing　enzymesの酵素液をミリポアフィルタ

2　使用菌株：Sabouraud寒天斜面培地（日水製薬）　　　　一（マイレクスGSO．22μm，日本ミリポア工業）

にて継代培養したCりPtococcz｛s　neoformans（血清A　　　　を通過させた後に菌体と混合する。

型）s．Goki株を使用した。この株は信州大学におい　　　（4）37Dc，20分間，恒温槽内で60回／分で振盗させ

て，1979年に白血病患者剖検例（S－3952）から分離　　　　る。

された。37℃で増殖能があり，urease試験および　　　（5）滅菌生食水で2回洗浄し，遠沈（2，000回転・

phenol　oxidase試験陽性であることが確認されている。　　　5分間）する。

B方法　　　　　　　　　　　（6）最終的に滅菌生食水中で5×10s／mlに調製し
1　菌液の調製：S．Goki株をSabouraud寒天平板培　　　　て接種液とした。

地にて，30℃で約3日間培養し，滅菌生理食塩水（滅　　b　ZymQlyase－100T，　lyticase，　chymotrypsin，α一
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mannosidase，　papain，β一N－acetylglucosaminidase：　　7　黄膜多糖体の分離精製19）－21）

　（1）菌Va7．5inlを遠沈（2，000回転・5分間）して　　a　培地と培養：glucose　40g／1，　urea　1．29g／1，　KH，

　　上清を捨てる。　　　　　　　　　　　　　　　　PO，1．36g／1，　MgSO4・7H，00，3g／1，　yeast　extract

　（2）各酵素に対応した緩衝液で2回洗浄，遠沈　　（Difco　Lab．，　Detroit，　MI，　USA）0．2g／1、　thiamine・

　　　（2，000回転・5分間）する。　　　　　　　　　　HCI　2×10”3g／1を脱イオン水に溶解してpH　7．0とし

　（3）各酵素液をミリポアフィルター（マイレクス　　た。この培地lc　C．　neOfonuezns　S，　Goki株をSabour－

　　GSO．22μm，日本ミリポア工業）を通過させた後　　aud寒天平板培地にて，30℃で約3日間培養したもの

　　に菌体と混合する。　　　　　　　　　　　　　を植え，約4日間，35℃，150回転／分にて振盈培養

　（4）37℃，60分間，恒温槽内で60回／分で振盈させ　　した。その後，Na　ethylmercuri・thiosalicylate　O．01

　　る。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　％WVを加え，冷所にて24時間静置した。

　（5）滅菌生食水で2回洗浄し，遠沈（2，000回転・　　b　英膜多糖体の分離：上記の振罎培養液を10，000回

　　5分間）する。　　　　　　　　　　　　　　　　転／分にて20分間遠沈し，その上清を48時間脱イオン

　（6）最終的に滅菌生食水中で5×108／mlに調製し　　水teて透析し，2倍量の純エタノールを加えた。

　　て接種液とした。　　　　　　　　　　　　　　　10，000回転／分にて30分間遠沈し，沈殿物を脱イオン

4菌の接種　　　　　　　　　　　　　　　　　　水に溶解し，再び48時間脱イオン水にて透析し，2倍

a　マウスを＝一テル麻酔後，頸部皮膚を切開し気管　　量の純エタノールを加えた。この操作を2，3回繰り

を露出させ27Gの注射針を使用して各接種液を0，05　　返した後，沈殿物を脱イオン水に溶解し，凍結乾燥し

m1気管内から緩徐に接種し，接種後皮顧を直ちに縫　　て，白色の綿状物として爽膜多糖体を精製した。

合した。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　c　葵膜多糖体の調製：凍結乾燥した葵膜多糖体を滅

b　マウスの尾静脈から各接種液を0．1ml接種した。　　菌したリソ酸緩衝食塩水（PBS）に溶解し，糖濃度を

5　病理組織学的検索：接種後，直後，1，2，3，　　2。Omg／m1に調製した。

4，5，6，7，9，11，15，17，21，30日まで経時　　8　英膜多糖体の好中球遊走能への影響

的に6匹ずつ屠殺し，4％リン酸緩衝パラホルムアル　　a　マウス好中球の分離22）：マウスをエーテル麻酔後，

デヒド液で右心室から灌流固定し，肺は気管から注入　　背部皮窟を切開し，皮騰と皮下組織を剥離して嚢状に

固定し，取り出した臓器は4％リソ酸緩衝パラホルム　　した後，滅菌したPBSを浸透させた1．Ocm角の止血用

アルヒデヒド液中で24時間固定した。パラフィソ切片　　ゼラチンスポンジ（スポンゼル，山之内製薬）を4

を作成し，hematoxylin・eosin（HE。）染色およびal・　～5個同嚢状部に留置し，皮膚を縫合した。6時間後

・cian　blue（pH　2．5）－periodic　acid　Schiff（AB一　　に，マウスを”一テル麻酔した後脱血し，無菌的にゼ

PAS）染色を行った。また，パラフィン切片を用いて　　ラチソスポソジを回収し，滅菌PBS中にて揉むよう

酵素抗体間接法（C．％q痴㎜％sごDC551株，血清A　　にして洗浄した。スポソジを絞った後除去し，絞られ

型を感作原として家兎に免疫し，抗体価が沈降反応で　　た液を700回転5分間遠沈し，沈渣に再びPBSを加え，

64倍以上の血清を分離し一次抗体として使用し，二次　　得られた好中球を1×106個／m1と1x107個／m1に

抗体はDAKO社のhorseradish　perQxidase標識抗ウ　　調製した。

サギ抗体を使用）を行った18》。　　　　　　　　　　　　b　Boyden　chamber法23｝24）：滅菌したBoyden

6菌体の観察：酵素処理を行わない菌体と，行った　　chamber（三基科学工芸）の下室には糖濃度2，0mg／

菌体を経時的に，墨汁染色を行い光顕的に観察した。　　ml；1．Omg／ml；0．2mg／mlの各英膜多糖体PBS溶

またs2％カコジル酸緩衝（0．1M，　pH　7．2）グルタ　　解液を入れ，コントロールにはPBSのみを入れた。

一ルアルデヒド液にて2時間前固定し，同緩衝液で洗　　上室には1×104個／mlから1×107個／m1まで各段

浄した後1％カコジル酸緩衝（O．1M，　pH　7．2）四酸　　階の濃度に調製した好中球を入れた。上室と下室は3

化オスミウムで後固定した。型どおり脱水し，低粘性　　μm孔の開いたポリカーボネートフィルターによって

エポキシ樹脂（スパー）に包埋し，約0．1μmの超薄　　接している。45分間37°cee保持した後，フィルターを

切片を作成し1％酢酸ウラニウム，4％クエソ酸鉛で　　取り出してPBSにて洗浄し，　Giemsa染色を行った。

重染色した後，透過型電子顕微鏡（日立HS－9）にて　　400倍視野にて5視野の細胞数を数え，　triplicateの平

観察した。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　均値を算出しchemotactic　index（CI）とした。
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　　なお，葵膜多糖体PBS溶液は，高濃度では溶液自　　4．5～5．Oμmで，300nm前後のやや電子密度の高い英

体の粘性力贈し，好中球の移動の障害となる可能性が　膜を有し，その内側に70㎜の電子盤の低い透明な

あり，2．Om9／ml以下の濃度で実験を行った。　　　　層があり，これに接して200㎜前後の細胞壁があっ

　9　肺1g当たりの生菌数の測定：経時的に屠殺した　　た，核は1．8μm前後で大小様々な液胞があり，細胞

マウスの肺を約0．1g無菌的に摘出して，滅菌生食水　　小器宮は英膜の存在により固定液が充分浸透しないた

　5mlを加えて硝子ホモジナイザーで粉砕し，その　　め，構造が不明瞭であった（Fig．3a）。酵素処理によ

O．1mlずっを6枚のSabouraud寒天平板培地で，　　って細胞壁の露出した菌体は，直径4．5μm前後で約

3G℃，約3日間培養した後，コP・－tWを測定した。　50～100㎜の細胞壁を有し，1．5μm前後の核やミト

10酵素処理による菌の発育能の評価：酵素処理した　　コソドリア，0．7μm前後の液胞，50mn前後の電子密

菌と無処理の菌をそれぞれ5×10a／mlの生菌浮遊液　　度の高いグリコーゲン穎粒が認められた（Fig　3b）。

とし，その0．3mlずっを3枚のSabouraud寒天平板　1日目では細胞壁は約60㎜でその外側に約60nmの

培地にて30℃で約4日間培養し，形成された集落の数　　透明層があり，この透明層から高さが80～160nmの

と菌数を血球計算盤で経時的に測定した。　　　　　　　黄膜成分が炎状に吹ぎ出していた（Fig．4）。2日目で

　　　　　　　　　III結　果　　　　畷状の難成分力gma　L始め（Fig・・5・）・3日目で
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　は全周性に焚膜が癒合再生され，210iirn前後の細胞

　菌体の酵素処理によって，黄膜は溶解するものとし　　壁と70㎜〕の透明層，その外側に210nm前後の萸膜が

ないものがあった。特にlysing　enzymesは菌体の萸　　みられ，酵素処理前と同様となった（Fig．5b）。すな

膜成分を溶解して細胞壁を露出させ，酵素の濃度が　　わち，英膜はほぼ3日で再生した。3日目以降，菌は

2．5mg／m1以上で30分以上作用させると，細胞壁も　　出芽する像が多数みられた。

破壊して菌体を死滅させることがわかった。また　　3肺1g当たりの組織内生菌数

zymolyase－100TとIyticaseは英膜を菲薄化するには　　　酵素処理をしない菌（コソトロール）は組織内では

効果的であったが，細胞壁を完全に露出させるには至　　5日目まで減少を続け，以後急速に増加した。Lysing

らなかった。他の酵素はほとんど効果はなく，作用さ　　enzymesにて処理した菌は，3日目までに著明に減

せる濃度を高くすると，黄膜が菲薄化する前に溶菌し　　少し，5日目以降増加した（Fig，6）。

て死滅した。以下は最も葵膜を菲薄化するのに有効で　　4　病理組織学的変化

あったIysing　enzymesによる酵素処理の結果を示す。　　a　気管内接種：

1　酵素処理による菌の発育能　　　　　　　　　　　　酵素処理をしなかった菌を接種した群（コントロー

　酵素処理をしない菌は，Sabouraud寒天平板培地　　ル群）では，接種後1日目で肺に0．5～1．5rnmまでの

上で徐々に発育し，3日目で約2．7倍の菌数となった。　　充実性の病巣を形成し，組織学的には菌体の直径は5

Lysing　enzymesにて処理した菌は，培地上でやはり　　μln前後で，萸膜の厚さは5μm前後であった。好中

徐々に発育し，3日目で約2倍の菌数となった（Fig．　球とマクロファージの浸出を中心とした小化膿性病変

1）。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　や小肉芽腫性病変が，肺胞嚢領域を中心に菌体の周辺

2　菌体の酵素処理による変化　　　　　　　　　　　　に形成された（Fig．7a）。2日目はほぼ同様の病巣で，

a　光顕的観察：　　　　　　　　　　　　　　　　　3日目には一部の菌が出芽し始め，肺胞中隔を巻き込

　墨汁染色では，酵素処理をしない菌体は直径約5　　んだ肉芽腫性病変を形成し，肉芽腫性病変から菌体が

μmで，英膜は5μm前後であった（Fig．2a）。酵素　　一部肺胞内へ遊離し，葵膜成分の産生も豊富で，周囲

処理により，菌体の直径は5μrn前後であったが，葵　　の好中球浸出が減少した（Fig．7b）。5日目では肺全

膜は菲薄化して1μm以下とな凋辺1こは溶解して脱　葉悶～2㎜の麟を形成し，菌体の直径は10μm

落した葵膜成分が認められた。酵素処理後1日目では，　前後となり，英膜の厚さも7．5μmに達した。隣接す

まだはっきりした英膜は認められなかったが（Fig．　　る病変が癒合しはじめ，肉芽腰1生病変から嚢胞様病変

2b），3日目には直径は7．5μm前後で，英膜は5μm　　へ移行し，やがて嚢胞様病変主体の病巣へと変化し始

前後となった（Fig・　2c）。　　　　　　　　　　　　　　めた（Fig．7c）。7日目から15日目では嚢胞様病変が

b　電顕的観察：　　　　　　　　　　　　　　　　　　主体で，肺胞内に厚い英膜を持つ菌体が著しく増加し，

　超微形態学的には，酵素処理をしない菌体は直径　　周囲にはほとんど炎症1生細胞浸潤がみられなくなり，
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細胞浸潤があっても菌体の周辺からやや離れた部位に　　　Lysing　enzymes処理群では，5日目に明らかな小

みられた（Fig．7d）。17日目頃から広く肺野に広がっ　　嚢胞様病変を脳に形成した。肝臓には菌体成分を認め

た嚢胞様病変と周辺に新たに気管支肺炎が起こり，好　　たが，炎症性細胞反応はなかった。

中球やマクロファージの出現がみられ，マウスは死亡　　5　爽膜多糖体の好中球遊走能への影響

し始めた。21日目には病巣が拡大してほとんどのマウ　　　Chamberの上室にいれる好中球のPBS浮遊液の濃

スが死亡した。この際，死亡時まで菌体は血中には移　　度を一定にし（1×106個／m1），下室にコントロール

行せず，他の臓器には播種性の病巣を形成しなかった。　としてPBSのみをいれると，好中球は一部フィルタ

　Lysing　enzymes処理群では，接種直後，菌体の直　　一の膜孔を通過した（CI＝2，4±0．2，　CI＝mean±SD）。

径は5μm前後であったが，英膜はごく薄く，ほとん　　萸膜多糖体O．2mg／m1を下室にいれると好中球は膜

ど好中球の出現をみなかった（Fig．8a）。1日目の病　　孔を通過（CI＝＝1．6±02）したが，濃度を増やし2．0

巣は，コソトge一ル群とほぼ同様で，肺胞嚢領域に小　　mg／mlとしたとき，移動する好中球の数は減少

化膿性病変や小肉芽腫性病変が形成され，多くの菌体　　　（CI＝1．0±O．2）した（Fig．9a）。またchamberの

はマクロファージに貧食されており，その細胞質は泡　　下室の焚膜多糖体の濃度を一定にし（1．Omg／m1），

沫状にみえた。3日目まではほぼ同様の変化がみられ　　上室にいれる好中球の濃度を変化させると，1×104

　（Fig，8b），病巣内の菌体数はほとんど増加しなかっ　　個／mlでは膜孔を通過する細胞数は少なく（CI＝

た。接種後5日目では菌体の直径は7．5μm，爽膜の厚　　0．2），濃度の増加とともに，移動する細胞数も増加し

さは5μm前後となり，出芽している菌が出現し始め　　2×106個／mlではCI　・1，8±O．2となった（Fig．9b）。

たが，病巣は肉芽腫性病変のままで，マクPファージ

が多数散見される（Fig．8c）。7日目では出芽してい　　　　　Iv考　察

る菌体がさらに増加し，病巣内の菌体数が著明に増加　　　C．neofof”mansの形成する病変は，組織学的に肉芽

し，肉芽腫性病変から嚢胞様病変が主体となった

（Fig，8d）。9日目以降は嚢胞様病変が主体であった

　（Fig．8e）。

Z・m・1…eお・ぴ1yticase処理群では・擁後1　、，。　　▲・E・・y・・（一）　／

日目では，菌体の直径は5μm前後とコントロールと　　　　　　　　　　　　④：Enzyme（＋）

ほぼ同様であったが，爽膜は薄く，約1μm程度で，　　。，8

病巣は小肉芽腫性病変であった。3日目では菌体の直　　慧婁

径は7．5μm，爽膜の厚さは5μm前後となったが，病　　v’♂
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　づ　H
巣は肉芽腫性病変のままで，嚢胞様病変が主体となる　　紹爵

のは9日目以降であった。　　　　　　：9　3・O
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　り　コ　なお・chymotrypsin，　a－mannosidase，　papain，β一N　　　o嵩

一acetylglucosalninidase処理群では，1日目に英膜の　　ち三

明らかな菲薄化はみられず，菌体の直径も5μm前後　　8§

で，コントP一ルからやや遅れるが7日目以降は嚢胞　　：冨
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　tU　ゆ様病変が主体となった。　　　　　　　　　　　　　　　o，12・0

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　b　静脈内接種：　　　　　　　　　　　　　　　　　　　室お

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　む　P
　コントロール群は，3日目に，主として脳に炎症1生　　タ驚L5

細胞浸潤を伴わない小嚢胞様病変を毛細血管周囲の実

質内に形成した。肝臓の類洞内には好中球の浸潤を主

体とした小肉芽駐霰を形成した・・朋以降脳　　　　1　2　3
の魏様擁は鰍し・1°日目tこは肝臓の肉纒1生病　　　D・y・aft・，　e，，，，，　t，eatm，，t

変も難様鍛へと変化した・2・HEにeま・脳の蔽　 Fig．・C。m，、，i、。n。f。i。bility。f　yea、、、elI

囎しく進行し・マウスは運動矯の状態となりほと　　　with。，　with。ut　en，ym、ti、　treatrn，nt．

んどが死亡した。
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Fig．2　C．　neofomaans　SG　strain，

　　　　　a）3　days　culture　without　enzymatic

　　　　　　　　　treatment，

　　　　　b）　1day　after　enzymatic　treatment，

　　　　　　c）3days　after　enzymatic　treatment．

　　　　　　　　　India　ink　method，　x　132

Fig．3　Electron　microscopic　findings　of　yeast

　　　　　cellS，

　　　　　a）with　thick　capsule，　before　enzymatic

　　　　　　　　　treatment，

　　　　　b）　dissolved　the　thick　capsule　by　Iysing

　　　　　　　　　enzymes・

　　　　　　　　　Bars　indicate　1μm．
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著者は，人工的に爽膜を剥離した状態の生菌を作り，

それがどのように回復するか，また，そのような菌に

よる感染巣がいかなる組織学的変化をするかを検討し

た。

　肺に侵入した菌体は，非特異的反応として肺胞マク

Pファージによる寅食作用を受ける。爽膜の存在によ

り』部の盒食細胞に認識されない菌体は，alternate

pathwayを介して活性化された補体によるオプソニ

ソ化鋤によって好中球や単球系細胞が認識し貧食す

る32ト36）。菌体の生食浮遊液を気管内接種することに

より引き起こる初期の反応は，非特異的組織反応であ

り，滅菌生食水を気管内に接種するだけでも気管内の

細菌や異物が肺胞へ流入して同様の非特異的反応が惹

　　　、、齢ft，∴t，距1，a，幽g　起・れ・・しか…れらの気管内の常在細菌や異物

　　　inoculation　of　viable　yeast　ceIls　　　　は容易に肺胞から除去され・炎症反応が遷延化しない・

　　　Fig．6Average　of　colony．forming　unit．　　　　このことは・高濃度の1ysing　enzylnesで死菌となっ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　た菌体成分を気管内に接種した際にほぼ1日目で肺胞

腫性病変と嚢胞様病変が主体であり，感染組織や菌の　　内から除去されてしまうことから確認された。

黄膜の厚さによって病変が異なることが知られている。　　この感染初期のマクロファージや好中球による貧食

英膜を有する親株から発生した英膜のない突然変異株　　　反応は，菌全体の大きさや英膜の厚さなどにより大き

では肉芽腫性病変を形成するが，親株は嚢胞様病変を　　　く影響を受ける37）。特に英膜を持たない突然変異株は

形成する25）。嚢胞様病変は，菌の増殖速度が早く，英　　容易にマクロファージに貧食される3s）”・　9）。コントP一

膜形成能が高い菌株に多くみられる26）。これらのこと　　ル群を気管内接種した場合，3日目までの時期にマク

から黄膜の薄い株や黄膜を持たない株は肉芽腫性病変　　・ファージに貧食された菌体が多数認められたが，一

を主として形成し，一方泰膜の厚い株は組織反応の少　　方組織内に厚い英膜を有したまま貧食されない菌体成

ない嚢胞様病変を形成すると考えられてきた。　　　　　分も散見された。Lysing　enzymes処理をした菌体は

　しかし，詳細に感染組織を観察すると，このような　　ほとんどが貧食され，3日目頃までは組織内で遊離し

単純な型分げ6）2ηに加えて多様な組織像が認められ　　た菌体成分を確認することが困難であった。これは，

る29）。この病変形成に大きな影響を与える要因は，主　　爽膜無形成株が感染組織において確認が困難で，その

として原因となる菌株が有する生物学的特徴である。　　ため診断困難となるという報告4°）と同様の所見である。

クリプトコックス症における病変形成の解析のために　　組織学的所見は，急性炎症像や小肉芽腫性病変であっ

多くの実験モデルが作られ，異なる菌株間の比較　　た。

や29）3°），同一株内での突然変異株との比較2s）などが今　　　オプソニン化を受けても貧食作用に抵抗性の株35）や，

までに報告されてきた。しかし，人工的に一時的に黄　　物理的に貧食に抵抗性である大型の菌体や，爽膜が厚

膜のない状態にした菌体を用いた報告はない。そこで，　い菌体31）33）37）は組織内で成長を続ける。また，マクロ

Fig．4　E工ectron　microscopic　findings　of　yeast　cells，

　　　1day　after　enzymatic　treatment．　Bar　indicates　O．5μm．

Fig．5　Electron　microscopic　findings　of　yeast　cells，

　　　a）　2days　after　enzymatic　treatment，

　　　b）3days　after　enzymatic　treatment．

　　　　Bars　indicate　1μm，
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Fig．7　Pulrnonary　lesions　induced　by　intra－tracheal　inoculation　of　yeast　cells　without　enzymatic

　　　　　treatment．

　　　　　a）　Acute　purulent　lesion，1day　after　inoculation　of　yeast　cells．

　　　　　b）Granulomatous　lesion，3days　after　inoculation　of　yeast　cells．

　　　　　c）　Cystoid　lesion，5days　after　inoculation　of　yeast　cells．

　　　　　d）Cystoid　lesion　without　inflammatory　responses，15　days　after　inoculation　of　yeast

　　　　　　　cells．　AB－PAS－Hematoxylin，×100

Fig．8　Pulmonary　lesions　induced　by　intra－trachea’1　inoculation　of　yeast　cells　with　enzymatic

　　　　　treatment．

　　　　　a）No　inflammatory　reaction，　after　inoculation　of　yeast　cells．　AB－PAS－Hematoxylin，

　　　　　　　×100

　　　　　b）Macrophages　positive　for　anti－C．　neofonnans　antibody，3days　after　with　enzymatic

　　　　　　　treatment．

　　　　　c）Granulomatous　lesion，5days　after　inoculation　of　yeast　cells　with　enzymatic　treat・

　　　　　　　ment．　AB－PAS－Hematoxylin，×100

　　　　　d）Granulomatous　lesion　changed　into　cystoid　lesion，7days　after　inoculation　of　yeast

　　　　　　　cells　with　enzymatic　treatment．　AB－PAS－Hematoxylin，×100

　　　　　e）Cystoid　lesion，9days　after　inoculation　of　yeast　cells　with　enzymatic　treatment．

　　　　　　　AB－PAS－Hematoxylin，×100
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　　　　Concentratign　of　capsular　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Concentration　of　neutrophils

　　　　polysaccharユde（mg／ml）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（logio　cell／m1）、

Fig．9Average　count　of　migrating　pMNs，

　　　a）upper　chamber　containing　neutrophils，　concentration＝1×106　cell／ml，

　　　b）　10wer　chamber　containing　capsular　polysaccharide，　concentrationニ1mg／rn1，

ファージや好中球に禽食された菌体は，細胞内で活性　　た菌体は，おそらく爽膜を再生するために細胞内の工

酸素・リゾチーム・塩基性蛋白などの作用によって殺　　ネルギーを消費し出芽が遅れるものと思われる。爽膜

菌されるが，好中球は寿命が短く，菌体を充分処理で　　が再生してくるとこれらの菌体も盛んに出芽を始める

きないうちに好中球自体が変性や壊死に陥り，菌体の　　ようになる。英膜を消化された菌体は感染の初期には

存続を許してしまう可能性がある。殺菌作用に抵抗し　　肺胞マクロファージや好中球に容易に貧食され

た菌体は，寿命の長いマクロファージの場合細胞内で　　る39）41）42｝ため，組織内生菌数はコントロールに比較し

生存を続ける。このようにしg，食食作用・殺菌作用　　て著減するが，爽膜が完成する3日目以後は出芽によ

に抵抗性のある菌株は初期の段階で宿主の防御機構を　　　る増殖が始まり，組織内生菌数が増加し始めた。また

容易にくぐり抜ける。　　　　　　　　　　　　　　　葵膜が完全に消化された状態においても，やはりマク

　コントロール群の生菌を接種した動物には，マクロ　　ロファージと好中球の食食殺菌作用のみでは菌体の完

ファージや好中球による肺胞内清掃や化膿性病変の時　　全な除去は不可能であった。これは，葵膜を持たない

期を経て，3日目前後から肉芽腫性病変を形成し5日　　突然変異株のクリプトコックス菌体が感染した場合と

目前後まで続いた。酵素処理によって焚膜を消化した　　同様の結果である38）43〕－45）。

菌体の場合には，マクロファージの反応が3日目前後　　　ここまでの経過中に組織内で観察された肉芽腫性病

まで続き，5日目からは肉芽腫性病変を示して9日目　　変は，いずれも組織球性肉芽腫の像であった。真菌感

前後まで続いた。ここにコソトP一ルとの間に3日前　　染において形成される肉芽腫性病変は，発地46）4ηによ

後の時相のずれが生じた。これは，厚い爽膜を有する　　り化膿性肉芽腫，組織球性肉芽腫，類結核肉芽腫，サ

菌体の場合には，禽食作用だけでは菌体を排除できな　　ルコイド様肉芽腫，異物肉芽腫に分類された。この分

いので，さらにその周囲をマクPtファージが被包する　　類における組織球性肉芽腫は，マクロファージの比較

ことによって病巣の拡大を防こうとする。その結果，　　的単純な集合からなる成熟型肉芽腫とも言われるもの

病変は肉芽腫性病変へと移行する。しかし，爽膜が消　　で，多くの肉芽腫の初期像と考えられている。コント

化剥離されていると，貧食細胞が容易に反応すること　　ロール群の菌体を接種した場合も，また爽膜を消化し

が可能になり，英膜が完全に再生するのに要する日数　　た菌体を接種した場合も，ともに感染初期の段階で形

だけより長く寅食作用を受ける結果となったと考えら　　成された肉芽腫はこの組織球性肉芽腫であった。焚膜

れる。これはin〃蜘において，葵膜を消化した菌体　　無形成株によるヒトの感染についての報告3S）43）では，

を培地へ戻すと発育を続け，約3日間かけて英膜を再　　感染初期は化膿性病変や組織球性肉芽腫と考えられる

生することから推測される。コソトロールの無処置の　　病変で，時間が経過すると類上皮細胞の出現を認める

菌体は，すでに3日間培養して成熟し始めた菌体のた　　肉芽腫へと変化したとされている。このような違いは，

め，再び培地へ戻すと出芽が始まる。泰膜を消化され　　T細胞機能を含む今後の検討が必要である。本実験で
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は，英膜を消化された菌体は肉芽腫性病変内で処理さ　　感染する臓器や，感染の時間経過とともに形成される

れず，成長を続けて，英膜は一層厚くなり，被包する　　病変がこれらの分類に加えて様々に変化することが観

組織を徐々に圧排し，最終的には肺胞内へ菌体成分が　　察された53）”°4）。また，ヒトの皮膚クリプトコックス症

遊離して周囲に豊富な粘液状の萸膜を伴い嚢胞様病変　　における病変が，本実験とは逆に嚢胞様病変から化膿

へと変化した。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　性病変や肉芽腫性病変に変化したという報告がされて

　嚢胞様病変は，コントPt・一ルの菌体では7日目以降，　いる55｝。さらにAIDS患者の肺クリプトコックス症で

黄膜を消化された菌体では9E旧以降であった。　　　　は，感染初期にマクPファージの出現がみられるが，

　以後，感染したマウスはコソトロールおよび酵素処　　その後形成する病変は，毛細血管内や間質に広く菌体

理群ともに，病変は嚢胞様病変が持続して治癒するこ　　がみられ，ほとんど肉芽腫性病変を形成しなかったと

となく，気管内接種後約20日前後で死亡した。このよ　　報告されている56）。

うにクリプトコックス症では感染が成立し，菌体の増　　　近年，菌株側の特徴として，臨床で分離されるクリ

殖が可能になると自然治癒は起こらない。　　　　　　　プトコックス菌体がヒト好中球やVクロファージの寅

　焚膜多糖体の基本的な性質は，マクPファージの寅　　食殺菌作用に対してより抵抗性であるという報告があ

食に対する物理的な抵抗であるのみならず，好中球の　　る57）。また，宿主側の防御機構において，特に肺と肺

貧食能も抑制することが知られている37）。本実験に使　　門リンパ節由来のT細胞が脾臓由来などの他のT細胞

用した株の黄膜多糖体を糟製し，好中球に与える影響　　　と比較して最も強力に作用することが報告されてい

を検討したところ英膜多糖体の濃度に反比例して遊走　　る58）。

する好中球の数が減少することが確認された48）。　　　　　C．neoformans以外の菌種の細胞壁を剥離して菌体

　これらゐ英膜の性質は，各クリプトコックス菌株固　　の微細構造を観察する研究は報告されているが1η，本

有の性格であり，本実験に使用した株は，中等度から　　実験のように，C．　neoforTuansの麦膜を剥離消化する

厚い爽膜を形成し，好中球は正の走化性を示さないこ　　ことによって寄生体側の条件を変化させ，宿主側の防

とがわかった。　　　　　　　　　　　　　　　　　　御反応の変化を誘導し，病理組織学的に検討した研究

　英膜を持たない株に，他の株から分離した英膜多糖　　報告はなされていない。クリプトコヅクス症の感染機

体を加えると30分で付着し，2時間で完全に周囲を被　　序において重要な役割を果たすと考えられる菌体表面

い，貧食作用に抵抗性となると報告されている49｝『51，。　　の厚い爽膜に注目し，感染初期におげる組織応答を観

またこの英膜は他種の真菌とは結合しないことが確認　　察したが，病変が変化しながら形成される機序にっい

されている52｝。さらに，菌体の毒性とこの舞膜の厚さ　　ては細胞性免疫の関与が重要と考えられ，さらに今後

とは直接関連しないとされている14）26）。　　　　　　　　の検討が必要であろう。

　本実験でも，爽膜を消化した菌体はよく食食され，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　V　結　　　語
組織内生菌数が著減するが，萸膜の再生とともに貧食

殺菌能に抵抗性となり，英膜の再生に要した日数だけ　　　C7　）／ptococcus　neoforneansの感染初期における組織

コントロール実験と時相がずれて，コントロールと同　　反応の変化を検討する目的で，萸膜の存在に着目し，

様，肉芽腫性病変からこの株本来の嚢胞様病変へと変　　同一菌株において英膜の有無により形成される病変の

化していった。　　　　　　　　　　　　　　　　　違いを観察した。そのために厚い爽膜を酵素的に消化

　菌体の経静脈的接種では，他の臓器に明らかな病巣　　　し，マウスの気管内に接種し，病理組織学的に検討し

を形成しない初期から中枢神経系に病巣を形成した。　　た。その結果，以下の結論を得た。

中枢神経系の病変は細胞反応をほとんど伴わない嚢胞　　　1　in　vitroでlysing　enzymesを作用させると，黄

様病変で，コソトロールでは3日目から，英膜の消化　　　膜は完全に消化され，細胞壁が露出した生菌を褥る

された菌体では5日目頃から形成された。　　　　　　　　ことが初めて可能となった。

　クリプトコックス症における病変の組織学的分類に　　2　萸膜の再生にば，in　vitroおよびin　vivoともに

ついての試みは，ヒトの感染ではBakerとHaugen’6〕　　　約3日間を要することがわかった。萸膜再生初期の

が，マウスの実験的クリプトコックス症ではFazekas　　　超微形態が初めて観察された。

とSchwarz27〕が行った。これらによると肉芽腫性病変　　3　英膜の消化された菌体は，肺胞マクpaファージや

と嚢胞様病変に大別して分類されていた。本実験では，　　好中球の寅食殺菌作用に抵抗しながら棊膜を再生し
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　た。黄膜を揖生している間の感染病巣は，肉芽腫性　　　本論文の要旨は，第34回日本医真菌学会総会（1990

　病変のままで，接種後から7日目頃まで続いた。　　　　年9月，大磯），第80回日本病理学会総会（1991年4月，

4　接種後9日目頃から，葵膜の再生が完成するとと　　大阪）および第11回国際医真菌学会（1991年6月，モ

　もに病変は嚢胞様病変へと移行した。肉芽腫性病変　　ントリオール，カナダ）において発表した。

　から嚢胞様病変に移行するのに要する日数は，コン

　トロール菌体と英膜を消化した菌体では3El間のず　　　稿を終えるにあたり，終始懇篤なる御指導御校閲を

　れが生じた。この日数は英膜を再生するのに要する　　賜りました恩師発地雅夫教授に深甚なる謝意を表しま

　日数とほぼ一致する。　　　　　　　　　　　　　　　　す。同時に本研究に際し，直接御指導御助力下さいま

5　菌体から精製された英膜多糖体に対して，好中球　　　した故阿部章彦助教授，伊藤　誠博士，馬場　健博士

　は正の走化性を示さなかった。　　　　　　　　　　　を始めとする病理学教室の諸先生，ならびに本論文作

　以上のことから，C，　neofo77ntznsの感染によって形　　成にご協力いただいた市川寿恵氏に深く感謝致します。

成される組織病変は同一株においてさえも爽膜の産出　　さらに，標本作成に御協力いただいた羽山正義技官，

とその厚さの違いにより修飾されることが示された。　　総合研究室亀谷清和技宮に心から感謝致します。
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