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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

鵜 群
1

畠一 一一 一 島昌 」威 _創 一_蔭-雌

皿豆
番号 i2 i5'14 5161ワ18 q 101エ ユ 「12

癒種苗量 ab¢d、abcdαbcd(λbcd αbc(え,(λbcdlqbcα1αbCdL αb(=d αbcdubcd 蘇bcd

5臼掴 _

一 一 一R-一 一 一

繍鳳晦 噸の轍 嚇 備縢 ■繭一P欄剛騨__

一 一・-RL--R

鱒 轍 一 一 鳳 醐 融 儲

繍 繍 一 沖 欄欄 一Ri㎜ … 繍一R

騨 鱒 鱒 簾1聯 　 鱒 囎 繍 鱒 鱒 縣

・ ら

欄 櫛 嚇櫛

一 鱒 鱒 欄

一一 一R

一 轍 帥 繍

一一一 一Rl-一 一 一

一 二 二三 』 一 一

一 一 一R

幽轍鳳騨蝉一 噸脚圃レ繍顯關瞭

7恕
鱒 廟 一lh--1

繍鱒 ・繍 一_F轍 庸_}刷 勲_
R-RR

ニニ 葡繍

一 一 一一R

鯖隠 勲 劇轍 噌晶

一RRR
轍騎 紬緊_知 繭

一 一rI

-・}一 や

一 一 一R

___よ

一 一 一 工

幽 蝉 鵜
R--1
_勲 欄騰_」 」

一 一 一 工 一 一 一 騨

1-一 一 や β 一 一 一

一 一R工…

_順 騨 欄

ユ0々
`

一RエAこ=撚 岡
一 一 一 ・←L-一 一

RR工 工
噸縣 編凸隔 網剛齢_

一1AA

・開 劇」 轍 ・r炉

穴工R工
一{十 一

1-IA
-一 ●編→・

一 一RA

-一 一 ・←

一RRA

欄一 一 鳳 醐齢 蝋鄭 巫嬰巫聞=堅
一RIA

-一 一 ヤ

ヱ4〃一 =三鈴=鱒
1為Aξ郭 葺

一 工IAIRエAA

一 噛L-一 一 ・も ゐ 聖

RII1
一 繍←や 禰騨

IrハA
欄← 口」 ・← →峰

一n噺
一 禰齢 一 →【←

一II(～

一 一 一 ・十

1RIARIAFRAA
占 一 十 か 州 一一蝉 遡

ヱマ ・ 一 →・一 轍 一 一 鳳」 幸

=工璃RA緬
旨

一 ヤ ー 一 一 ゆ ゐ 曽

一ん 縄A

一 櫛←赫 占

一AAぐ
11A(量
一 み ・㌫ 榊

一Aハ(年

一 セ 十 輯
川1費

髄一 嚇蝦 や+や さ↓鷺二 .允土仁 ゐ ム吻
器器篶

舶 脅貯「墾 璽i王鱒 黛
21〃

工A(}(『
一 噸斡 →・憎

一Aハ(『
一 一 † 轍 卜

一A湾A1湾(幡
一 轡 一 ・一 、一 十 ・点 ・轍

一沸 ハ 潰
一響 竸 嘉

芒芸欝
串竹齢轍

一ハ ハ璽

や ゐ 志 ぐ←

一舶 可
一 繍← ←殖

青粛

24〃
一K母(耐
やや ゆ嚇F囎 や轍

一瀦(『(奪=四=鵬 一鴻 ¢K
繍一梼 鱒 ゐ

一(～(穿(≧

+韓 皆軸

一AG・ 《苛

欄←よ 心横

一照 脅
一 十 ・←蜘

舶(満
炸よ 噺穂 ・← ・← 噛 轍

28々
一 κ曾{烈 一κ母碕

や 牛 繭 暢 一 　　幽 糾

一K(～ α

帽←欄棒一 一

一K(ヤ(㌃

点 嗣トや 轍
《驚母K
一軽賛 十

幽K行 雪

ゐ捗赫 儲

一κ(奪費

やや 十嚇

一κ 碕
一一酬汁 轍

κκ ぐ耐
燈ぬ 轍梢

KK曾(㌃
十→←静嶺

;-K附
一 ゐ ÷ →←

旭 斡
繍L← 嗣← 穏

ろユ 〃
一K(博
幽←や勉 桝

一K費 脅

一 一 ・←轍

一K(}(㌃
口← ぐ← 一 鳳勲
蓋

一K6b(士

ゐ ・←や 轍

一a碕K
一鯨→ 噂 峯捗 赫鰍

一K(牙(ヤ 一Kκ 貿

十→・車 鰍

一K《 ヤ聲

一 嚇 轡 轍
KK母 け

煮 ゐ 禰覇
KK(ヒ(穿
紳卜占禍轍

KK(†(㌃
や聾 →←・轍

一KK々
一 一← 噌・菊

義⑤貧町
・← 壷や 鱒一

55ウ
一 κ脅(ミ

÷ 幅ト→争暢 =鵬 に柴酋
一Kκ 脅
ゐ 十 編←拶 弍 『驚 に餐難 、顧K碕+・ ←十 榊

一K費 脊
一 欄ト 捗 轄

Kκo(『
申噸←仲嶺

一KK碕
一卓 弊髄

ハ{穿鰍
・← や 淵← 轄

】 E

す なわ ち,全 ミ

獣 のほ とん どすべ

一致 して,多 かれ

少かれ結合織性の

ヤ 被膜で被われた膿
襯R塾躯 丞舶

疵乃至潰瘍が形成

され,そ の病変度

は巫群 〉 皿群>1

詮 ゑ噺 塗菌量 。ale・o。 。2mgb・ α◎。2根gc・ α。2囎d=o・9物9

R隻寮 無K:痂 皮形段£ 局分復 イし ハ:膿 編 曾:潰 瘍1:硬結

5淋 巴腺謹賑.∴ 畔 繍 大+・ 糸救 大tt・ ・s・fi大搬・大豆大 榊 ・麺 火

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。
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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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噺 劃 圭な小児疾患とその酬 襟2集 鐸 顯
本書の第1集 を昭和25年 に上梓 したところ絶讃 を博 し早速諸方面の方々が主要疾患の追加 を出

版玄るよう要望されたので第1集 と同様第2集 も一般医師 ・イvタ ーン ・医学生諸君の参考にな
るよう斯界の権威が可及的新知見を紹介 した ものである.

本 昏 内 容 、

第1章 赤 ・痢 第2章 疫 痢 第3章 狸 紅 …歎

第樟 泉 熱';gs章 鰹 性非定型肺炎 第6章 ヵ、 菩
第7章 脳 炎 第8章 早 産 児 第9章 脳性小児麻痺

第10章 粘液白痴 ・粘液水腫 第11章 精神薄弱症及び蒙古人様痴呆 第12章 先天性胆道異常

第1集 内 容 定価450円 〒 実 費

第1章 乳幼児肺炎 第2章 乳児下痢症 第3章 乳児栄養失調症及び消耗症

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
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