
23

結核菌並びにBCGの 均等培養に関する研究

第6報 流動バラ フイ ン加血清Kirchner液 に よる

振壷培養均等発育菌 の菌力について

広島医科大学細菌学教室(主 任 占部 薫 教授)

松 尾 吉 恭

(昭和27年6月12日 受付)

(こ の研究は文部省科学研究費によつた◎占部)

抗酸菌の毒力に関 しては古 くから多 くの学者によつて
な

研究論議 されているところであり,invitroの 判定法と

しては抗酸菌の生物学的諸性状の差による方法1)-6),特

殊培地上における顕微鏡的集落の形態学的所見差iに基ず

く方法7)8),特 殊化学i薬品に対する抗酸菌の反応差によ

る方法9)等 があげられているが,そ の成績は区々で,菌

型鑑別上多少参考とはなり鶴ても,毒 力判定法としては

いまだ信悪するに足るものはみられないよ5で ある。他

方,invivOの 判定法としてはウサギ,モ ルモツ ト,ネ

ズミの皮下叉は静脈内接種法lo)～13),皮内接種法14)～1c),

脳 内接種法ヱ7)～20)及び皮下 ・腹腔内 ・.血管内併用法21)～

働 等があげられているが,な かんず くモルモツトの皮

内叉は脳内接種による判定法がより有利であるように思

おれる。

私は,既 報24)の流動パラフィン加血清Kirchner液

(以下流パ加Kireh皿ef液)に よる振翌培養によつて均

等に発育 した有毒人型結核菌の菌力について,B1㏄h8)

のいわゆるCGrdfactorと 毒力との関係の一端をも併せ

て窺知しよ5と の意図の下に,Lange14)ユ5)及 び戸田16)

らのモルモツトによる四肢皮内法を援用 して検討を試み,

この方面の硫究に寄与すべき所見の若干を得たと考える

ので以下報告する。

実 験 方 法

1・ 供 試 菌 液

A菌 液;既 報の流パ加Kirehner液 による有毒人型

結核菌Fragl「furt株 の,4週 問振盛培養均等発 育 菌

(含菌量約1mgノ ¢の を生塩水で5回 洗つて遠沈 した後,

生塩水に再浮游させたもの。

B菌 液:血 清加Kirchner液 による同上株の,4週

聞静置培養液面発育菌膜 より作ら紀た,上 と同濃魔の手

摺 り菌液を生塩水で同じく5回 洗つた後,生 塩水に再浮

游さぜたもの◎

C菌 液:B菌 液 の生塩水で洗わないもの◎

2.動 物 群 の 編 成

体重400g内 外 の雄性健康モルモツト12頭 を同一条

件の下で約1カ 月飼育 した後,4頭 ずつの3群 に群別 し,

1群 にはA菌 液を,皿 群にはB菌 液を》また皿i群にはC

菌液を動物の四肢つけ根の部分の皮内にそれぞれ,右 下

肢にはO・OOO2mg,右 上肢にはO・002mg,左 上肢には

O・02mg及 び左下肢には0・2m .qの 各菌量を接種 した。

3・ 観 察 事 項

菌液接種後,毎 日注射局所の皮盧変化及び所属淋巴腺

の腫脹の有無乃至程度を仔細に観察 し,逐 週体重及びッ

ペルクリン・アレルギ・・(RGemer反 応)の 発現状況を

計測して5週 問に及んだ後,全 試獣を剖検 して菌接種局

所,各 処淋巴腺並びに内臓の肉眼的病理所見,直 接塗抹

標本による結核菌の検索並びに内臓よりの結核菌定量培

養成績よりの結核菌の体内播布度及び病理組織学的所見

等について各々の菌力を比較検討 した。

実 験 成 績

1・ 体 重 の 推 移

菌液接種3週 後迄は各群の試獣とも僅かずつながら体

重増加の傾向を示 したが,4週 後より急激に下降 し,5

週後剖検前には各群の平均体重は,と もに接種時のそれ

に比 してほぼ509減 少 してお り,3群 間に体重変動に

関 してい うべき差は見出されなかつた(図 略)◎

2・Roemer反 応 の 推 移

ツペルクリソ・アレルギーは菌液接蓮3週 後に全試獣

に発現 し,そ の発現時期,陽 性度及びその後の推移につ

いては,丑 群 と皿群との聞には差がなかつたが,1群 に

おいては他の2群 に比 して僅かながらより弱いように見

受けられた(表 略)。

3・ 局所の皮膚変化及び所属淋巴腺の腫脹

菌液接種局所皮膚の初期症状すなわち発赤,腫 脹は第

1表 に示すように,試 獣のすべてにおいて菌燈の最も多

い左下肢(0・2瑠 接種)に 最 も早 く現れ,か つその病変

の進行度 も最も早 くて,治 癒傾向を示す ものは全 く認め

られなかつたが,一 般に接種菌量が減ずるに従つて各局

所変化は晩期に現れ,病 変の進行度 もおそくて,申 には

治癒傾向の認められ るものもあつた。他方,各 所属淋巴
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第1表 菌液接種局所の皮膚変化及ひ所属淋巴腺の腫脹
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第2表

腺の腫脹度もほぼそれぞれの局所変化度と平行 してはい

たが,仔 細に吟昧すると,各 淋巴腺の解剖学的な大小不

同とい う点 も加味 されて,そ れぞれの局所変化度と淋巴

腺腫大度とが必ずしも平行 しないものもあつた。

これを各群について逐日的に図示 してみると第1図 の

ように示され る。

第1図

局
所
褻
化

淋
巴
腺
随
賑

PtI群(A菌 液)

P-一一一一己 皿遣羊(B・ 擁)

一 思群(○ つ

臼叡

一 一・tp一 一 一

り,3群 悶にかな

り著 しい差が観察

されたが,淋 巴腺

及び内臓の病変度

剖検時の肉眼的病理所見

勲 物.群 1 署 皿
勤物 誉暑 ユ254 5678 『、io!1ユ2

局

前

下肢 髪齢論 ⑭禧 審81鎚 瀦
上肢髪零翻8

『

隷 騨 翻 囎
淋

2

線

膝ペキ髪
静 一←4← 幽←

⑱ ⑭ ⑭ ⑨
→一 淵← 噸← →一

⑧ ◎ ④@
+・ 璽← →吻 →三一

@㊥ 聾'
㌔

鞭 歪十・ 吻」一 →一 一⑤ の ⑱e
蜜鎚 畠認鱗 岡

§舗8腋窩裏纐 認 溺 囎
肺門 裏

→る 咽卜 →験 →●

什 十 十・+

+・ ←+「 卜

十 馳← 繭← →一

腰

命い ・○← 一φ一 →層

や← →← → 一 十
薩

月干 門 →← ← →一 十 →← →← 脅 麟← →94←4← 噸レ

陽 暑 →← →尋一 噂← → 一 ㊥ →一 ④ 弗

ゴ

㊧ 静 ・← や

内

蕨

肺
(重き9)

_一L一 轟__一

(星の`36)ぐ 薪艶)(3マ)

→一 十 詞』 」一

6樗 、ζ勺つ)ぐ60x4驚)

一L十 一← 十

傑)(60)(46)㈹

肝
(〃)

ゐ・ 一」 一聾一 一」

怖 掴 ～;)ζ財ろ)傷)

噸ト 僧← 撒u』 ・

rの>6吻 ぐ14伽 ㊥

+彬 、軸 蔚

ぐ㊥ ◎諭 飼 ㈱

脾(
々)

轍嘱 つ榊 撒 →←
'oマ)rρ ～1(砧)(05)

→← 鯛晩 構 黛

(・りCi)(o粉 姻)φ η〕

蜘 鱒軸 謝臣 輔蛉

(c・6)⑳)伽)(06}

遭P'

レグ
ノ

ノ
ノ

'

5710玉417
日数28…弧35

癖

すなわち,菌 液接種局所の変化度は逐B的 に強 くな

り,第17日 後迄は3群 閥に著差を認め得なかつたが,第

21日以後になるとC菌 液接種の皿群における病変が最 も

強くて,1群 と1r群 との聞にはみるべき所見差がなかつ

た◎これを淋巴線の腫大度についてみると,局 所変化の

場合とはやや趣を異にして,3群 の腫大度はほぼ同等で

互に平行していた◎

4.劃 検時の肉瞬的病理所見

肉眼的剖検所見を一・tsして比較すると第2表 及び第2

図のようになる◎
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5.結 核菌の体内播布度

内臓及び淋巴腺よりの直接塗抹標本についての結核菌

検索成績は第3図 に,ま た内臓よりの結核菌定量培養成

績は第4図 に,一 括 してそれぞれ示 した。、

すなわ'第3図 直接塗抹標本よりの

ち,直 接 結核菌検出成績

塗抹標本

について

の結核菌

検索成績

よりみた

体内菌播

布度をみ

ると,淋

巴腺にお

いては3

群間にほ 第4図 内臓よりの結核菌

とんど差 定量培養成績

がなかつ

たのに対

して,内

臓におい

ては1群

の播布度

が他の2

群のそれ

に比して

より少い

動物群 1 巫 皿
噸

吾瞼教 4 4 4
結
オ衆

媛巖

蕪
枯

幽園隔
澗塗

均

羅

糟■

摩

結果となつた。しか しながら内臓 よりの定量培養成績 よ

りすると3群 間における菌播布度に大差はなかつた。

6・ 病理組織学的所見

病理組織学的所見の記載に当つてはおおむ ね 弓削25)

の方法に倣い,そ の結果は第3表 に示 したQ

いま第3表 について3群 を比較すると,肺 においては

1群 及び皿群の1部 には限局性の小結節の認められたも

のもあつたが,そ の変化はきわめて軽 く,こ れに対して

皿群においては結節の数もやや多 くて壌死機転の認めら

れるものも間々あつた。肝における病変は一般に肺にお

けるそれよりやや強 くて,GliSOn鞘 にかなり円形細胞

浸潤の認められる屯 の もあ り,僅 かずつの差ながら皿

群〉皿群>1群 の順に病変差が認められたが,そ れとて

もさほど著 しくはなかつた。脾の所見についてみると,

このさいにはむ しろ皿群における変化が最電大で,1群

と皿群 とではその変化にえらぶところがなかつたoま た
ゆ

淋巴腺については,接 種局所の菌量に応 じて一般にその

変化が強かつたほかには,3群 に特に差があるとは思わ

れなかつた。従つて病理紐織学的検索の結果 か らす る

と,3群 間に少なくとも病理形態学上,質 的にも量的に
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も有意の差を認め得たとはいい難いように考えられる。

考 ・ 按

近来1部 の学者の間には,抗 酸菌の顕微鏡的集落の形

態学 よりして,そ の紐状発育形式(c◎rdform)を 示す も

のと毒力との聞にはかな りの関連性があると考える向き

カ{あり7)8),殊 にBlooh8)は 毒力結核菌はいわゆるc◎rd

一一25-一 一
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を形成 しつつ発育するもので,そ の発育形式を司るもの

は菌体表面の新陳代謝産物である,石 油工一テル及び流

パ可溶の1種 のリポイ ドであるとしてこれをcordfacter

とよび,氏 の方法によつて抽出 したcordfactOrに つい

て,そ れ と菌の毒力との関係を強調 している。

これに対 して教室の藤田は26),cord形 成相の有無乃

至程度によつて各型抗酸菌28株 を1型 よりW型 までの

4群 に群別 し,そ れらと菌型,集 落性状及び生物学的諸

性状との関係について追究 した結果,成 程供試 したすべ

ての人型及び牛型結核菌はCOrd形 成度の強い1型 及び

M型 に含まれたが,BCG及 びR型 の鳥型結核菌並びに

非病原性抗酸菌の中にもまたこの1型 及びll1型のいずれ

かに属するもののあることを知 り,か かる点よりすれば

毒力結核菌は少なくともこの実験に関する限りe◎rdを

形成することに異議はないにしても,COrdを 形成する

もの必ずしも毒力菌であるとは限らず,む しろcOrd形

成性は抗酸菌の集落のR型 性にこそより密接な関係があ

るのではないか とい うことを示唆 した。 更に藤田27)は

Blochの 法 に準 じて各型抗酸菌 よ りいわ ゆ るcord

faet◎rを 抽出してみたところ,弱 毒株であるBCGか

ら竜人型結核菌に劣らぬ程度の収量があつたばか りでな

く,c◎rd形 成度の弱いか全 くCOrdを 形成 しない皿型

及びW型 の申にも,菌 株によつてはい くらかCOrdfac-

tOrの 抽 出され5る ことを認めている。

他方,RichmOnd&Cummings28)1ま 抗酸菌につい

て,そ のc◎rdform,paτallelorientation,Dubo.9ら9)の

cytochemieaItest,皮 下及び静脈内接種法及びモルモツ

トの皮内接種洪の相互の関係について追究 した結 果,

cyt◎chemicalreacti◎nの 藍蚕さと動物に対する菌の毒力

程度とは直接関係がないこと,ま た毒力とcord形 成 と

は必ず しも関係がないことを認めている◎

既報のように,私 のいわゆる流パ加Kirchner液 に よ

る振盟培養に際 して得 られる,結 核菌並びにBCGの 均

等発育が,い わゆるCOrdfactorの 培液中の洗パへの移

行による,c◎rdの 緩 解に基ず くものかどうかについて

は確言を許されなかつたのであるが,BIQchの い うが如

くに,流 パ可溶のco「dfacterが 果 して抗酸菌の毒力

と密接な関係にあるものならば,流 パ加Kirchner液 中

に移行 したと考えられる該fact◎rを 培液とともに洗い

去つた残 りの菌体は,た とえcOrdfactorが 菌の代謝産

物である以上その後の発育において再びcordfactorを

もつに至ることは容易に首肯 されるところであるにして

も,少 なくともその当初より暫 くの間は通常の菌に比 し

て,よ り少ない毒力を示すとい うことがありはしないだ

ろうか¢

ここに示 した実験の結果よりすると,流 パ加Kirchner

液 に よる振醗培養均等発育菌を洗つて生塩水に再浮游 し

たA菌 液接種の1群 においては,そ の接種局所の結核性

変化に関する限り,肉 眼的剖検所見よりしてもまた観察

期聞中め変化度についてみても,と もに手摺 り菌液を接

種 した皿群及び皿群におけるそれらに比 してより軽度で

あ り,ま た手摺 り菌液の間においても,そ のままの菌液

を用いた皿群におけるよりも,洗 つて遠沈することを繰

返 した菌液による∬群の方が,そ の含菌量は同じであつ

たに拘らずより弱い反応を呈 した◎従つてこのことだけ

から考えると,洗 つて遠沈すること自体が菌に対 して或

程度の障碍を及ぼ したかの如 くみられるほ か にシ成 程

B10chの い うように,毒 力と関係をもつe◎rdfaetorが

培液中の流パへ移行し,た めにあたかも残余の菌体の病

原性が弱められているかの如 き観を与えるように見受け

られるのであるが,ひ るがえつて局所変化の逐 日的所見

を仔細に検討 してみると,3群 問に変化度の差がみられ

るようになつたのは菌液接種3週 後からであることに留

意すべきであろ う。すなわち,代 謝産物としてのc◎rd

factOrが 果 して抗酸菌の病原性 と関連性をもつ ものな

らば,変 化度の差はむ しろ当然菌液接種当初 に強 く現

れ,以 後次第に僅少差を示す筈であるべきなのに,如 上

の成績ではむしろ逆の結果を示 している事実 よ りすれ

ば,Blochの いわゆるeordfactorと 毒力との関連性

に関する見解に対 してはにわかに同意しえないところで

ある。

しかもなお,内 臓及び淋巴腺の肉瞑的病変度,結 核菌

の体内播布度及び病理組織学的所見等 よりして も,3群

の問に少 くとも有意の差が認められなかつたことは先に

も述べた通 りであり,c◎rdfactOrの 移行 していると考

えられる流パを洗い去つたA菌 液の毒力減弱度がさほど

でもないところから,cordfact◎rと 菌の毒力との関連t

性 はかかる所見からするもやはり稀薄なもののように考

えられ る◎

む す び

私のいわゆる流パ加Kirchner液 中で振盈培養するこ

とによつて得られる,充 分に均等発育 した人 型結 核菌

Fra欲furt株 の菌力について,在 来の手摺 り菌液のそれ

とモルモツトの皮内接種法により比 較 検 討 してみた結

果,流 パ加振盈培養菌液より流パを洗い去つたもの,手

摺 り菌液を洗つたもの及び手摺 り菌液の洗わないままの

もの3種 菌液接種モルモツト群における,観 察期聞中

の接種局所 の 変化 と,所 属淋巴腺の腫大度 ・体 重 と

Roemer反 応 との推移 ・肉眼的剖検所見 ・結核菌の体内

播布度並びに病理組織学的所見よりすれば・これ ら3菌

液聞の毒力には多少の差異はあるに しても,特 にいう魯

のi著差はないようであつた◎

以上のことからBlochら のい うcordfactOrと 菌 の

毒力との間の関連性には疑問がもたれる◎

〔本論文の要旨は昭和27年4月 ・第27回 日本結核病学

会において報告 した〕
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第4章 メルラー・パルロー氏病 第5章 狗 懊 病 第6章 先天性心臓疾患
第7章 先天性肥厚性幽門狭窄症 第8章 自家中毒症 第9章 化膿性髄膜炎

第10章 麻 疹 第11章 百 日 咳 第12章 ヂフテリア
第13章 ハイネ・メヂン氏病 第14章 小児結核 第15章 小児梅毒

発行所 難 東 西 医 学 社 膿 灘7猛 竪躍r露 認鑛愚
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