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Streptomycin耐 性 変 異 菌 の 選 択 に よ る

結核菌の菌力の分析
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Streptemycin(SM)に 対 して結核繭が耐性を獲 得す

ると,菌 力(Virulence)の 低下 叉は喪失か或いは上昇

が必ず附随する とい う証明は未だない｡し か し耐性…菌 を

排出す る結核患者 の病状 の観察や分離 耐性菌を用いて行

つた動物実験か らす ると耐性菌のある ものは菌力が強い

ことを示唆 してお り1)・2),3《一方BCGか ら菌力の弱い耐

性菌を分離す ることは容易 に行われてい る3)・4)｡従つて

結核菌においては,SM感 受性に関する変異 は菌力につ

いての変異 とは無関係 におこるものであろ うと考えてよ

かろ う｡

Steehken等5)-7)は 結核菌の菌力はその菌群を構成す

る弱毒菌 と強毒菌 の比率に よつてきま り,そ の比率 は自

然解離のお こる程度 によつて変動す る と考 え,弱 毒菌 と

して特にRa型 の無毒菌 を重視 し,あ る菌力を示す結核

菌群の申には これが種 々の比 率に混在 してい ることを考

察してい る｡要 す るに結核菌群 にお いては菌 力に関 ナる

突然変異が絶えずお こつてお り,Ra型 の変異菌へ の変

異が最 も重視すぺ きか否かは別 として これ ら変異菌 の菌

力の総和がその菌群の示す菌力 であ るとい う考 え方が行

われているこ こは否定で きない｡こ の考えを裏づけ る証

拠として患者か ら分離 した強毒結核菌が人工 培地継代に

よつて次第に初めの菌力 を失つ てゆ く事実8)一"-12)や,そ

の反対 に安定 な弱毒菌(RI株)が ある場合には致命的 な

進行性結核症を ひきお こした とい うWebb等 の報缶13)

や,又 極端 な場合 には解離変異を強 く促進す る環境 を与

えた例 としてCalmette等 のBCG14),SteenkenのRa

の分離6)そ の他 これに類する多 くの業績15)-19)をあげ る

ことができる｡

ここにおいて長年月研究室 で人工培地上 に継代 し比較

的安定 した菌力 の均衡を保つていると思われる強毒結核

菌群を高濃度のSMに 曝露 し,分 布す る耐性 変異菌を

選択的に とり出 した場合,そ れ らの菌力はいかなる もの

であろ うか｡こ の場合,高 濃度 のSM含 有培地を用 い

る一一回の選択によ り耐性菌を とり出す方法は,SMの 存

在 とは無関係 に突然変異に よつて菌群 申に発生 し,種 々

の程度の分裂を行つ ている菌を分離す る方法 で 一 種 の

単一菌 分離培養法 とも考 えた いのである｡そ うす れば

SM耐 性 とい う菌力 とは無関係の変異を利用 して産 力に

関する変異菌を純粋な形 で とり出す ことにな り,こ うし

てえたSM耐 性菌の菌力を しらべ ることに よつ てもとの

菌群 の菌力 の構成を或程度 うかが うことが できるのては

なかろ うか｡し か しこの場合,も との菌群 の経歴,殊 に

その菌力 の構成に影響 を及ぼす分離又は継代 の条件が最

も問題 になるのであ るが,こ の実験では強毒 保存弘株で

あ るH2株 をえらんだ｡こ の比転的安定 している とされ

てい る菌株 の菌力の様祁については著者の一人橋嘘:がす

てに本誌に発表 した通 りであ る20)｡

以下 分離時 の耐性菌の菌力 をてんじ くねずみ皮下接種

によつて しらべた ものを第1報 とし,分 離菌 を継代 して

その性質 を しらべた ものを第2報 として報告'したい◎

実 験1

実験室保存 の強毒人型結 核 薦H2株 のBouilI◎n-PO-

tato培 地14日 培愛 より10mg/?nlの 濃厚菌液をつ く

り,こ れをSM100Y/ml含 有 のKirchner寒 天平板

47枚 にO.3ml(3mg)ず つ接種 し37.5℃ に5週 間培

養 して計108個 の集落 をえた｡全 平板に接種 された生菌

単位数 は小川培地 による定量培養 では43.5×10gで ち

るので,分 離の比率 は1:4｡Ox107で ある｡以 上108個

の集落は 更にSMlOOγ/mlKirchner寒 天培地 ですべ

てが発育す ることを確かめた後7株 をatrandOmに と

り出 し,こ れをSauton-pOtato培 土也に移 植増蕉 して第1

代 の培養18-21日 の発育菌を菌力 のテス トに用いた｡

もとのSM感 受性菌及 び7株 の分離SM耐 性菌の

上記Sauton-potato培 養 よ り,そ れぞれO.1mgず つ

各株毎 に1群7匹 のてん じくねずみ(体 重350g前 後)

の左 下曳部皮下に注射 して8週 聞放置 した｡な お接極直

前 に接種 鼠の生菌単位数は小川培地に10"s～10"emgを

培養 して決定 した｡8週 後に100培 ツベル クリ!液 を用

いてア レルギーをみ ると同時 に全瀞屠殺剖検 しリンパ腺

及び内臓 の結核性病変を観察 した｡病 変は佐藤秀三法に

従い+よ り柵 まで区分 した｡す なわ ち リンパ糠は+:米

粒大,昔=大 豆大,帯:え ん ど う豆大,器:そ ら豆

大,内 臓病変は+:結 節が よ うや く発見 し5る 程 度,

昔:結 節が10個 内外,帯:結 節かな り多 数,撒:結
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節が極めて多数 で殆ん ど臓器表面 をおおつている状態.

この+の 数を リンパ腺はひ ざ,そ けい,後 腹膜及 び門脈

リンパ腺のすべ てについて.臓 器 は蒼臓器別に合計 し動

物1匹 あた りの平均値を出 し,こ れを便宜上結核症指標

として皮下感染菌株 の菌力の表示に用 いた｡な お剖検の

際,1%NaOH処 理法 によ り各動物 の脾10mgの 培

養 を小川培地 によつ て行い,そ の中の結核生菌数 をかぞ

えた◇

成績は表1に 示す｡接 種生菌単位数はすべて跡一菌重

量であるに もかかわ らず一定でない◎感受性菌は高 く鵬

性菌は一般 に低いe耐 性菌株間 で も10倍 以上 の差はあ

るが,す べて104以 上 の生菌が皮下に接種 され てい るこ

とは確実であ る｡

8週 後の剖検所見 では感受性 菌接種群 は リンパ腺,内

臓共著 しい結核症 の進展を示 してお り,脾 の培養によつ

ても大 多数 の動物に著 しい菌 の侵 入増殖があつた ことを

証i明している｡こ れに対 しSM耐 性菌接種群 ではNQ・36

を除いて リンパ腺及び内臓 の結核症を殆ん ど認めず,い

ずれ の菌株において も肝,脾 に肉眼的に結 核結節様 の変

化 を示 してい る動物 は1匹 もなかつた｡脾 の培養 によつ

て も菌が全 く証 明 されない動 物が多い｡No36株 接種

群 もリンパ腺系にやや強い病変を示 し脾 に結 節 を 漸 く

表1SM一 惑受性菌 及び それか ら分離 したSM一 耐性菌 のてん じ くねずみに対 す る菌力(皮 下感染後8週)
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SM耐 性菌株No.の 数字 は平板番号,a,b,… は同一一平板上 に発生 した集落 に附 した ものであ る

ツペ ノク リン ・ア レルギーは感染8週 後の測定値,硬 結 の縦横径の平均値であ らわす

各動物の脾10mg申 の菌数は,小 川倍地3本 の平均値

表2SM一 感受性結核菌2.5x109か ら分離 した53株 のSM一 耐性菌のてん じ くねずみに対 する菌力

(接種生菌量及び発育様 相 と菌力 との関連)
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発見 しうる程度の動物 は7匹 中1匹 のみで,対 照 とした

もとのSM感 受性菌に くらべ れぽ菌力の低下 は明瞭 であ

る｡

ツベルク リン ◎アレルギーの発展は上述 の病変の程度

とは殆ん ど無関係 にSM耐 性菌接種群 もすべて強 いアレ

ルギーを獲得 してお り,全 く無毒 と考え られる35bの

よ うな菌株 でも著 しく菌力の強い もとの感受性菌株 と同

程度のア レルギーを示 していた⇔

実 験2

実験1と 同 じH2株 をてん じくねずみ1代 通過後,

一 一・6-一
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Bouillon-POtato培 地 に継代 し第8代 目の15日 培養 よ

り10'mg/m1の 菌液 をつ くり31枚 のSMIOOYIml含

有Kirchner寒 天平板 に3mgず つ接種,37.5｡Cに5

週開培養 して計53個 の集落をえた｡集 落数は培養3週

目では44,4週 目では52で あつた｡全 平板 に接種 さ

れた生菌単位数は2.5x109で あるので,集 落 の分離率

は1:4・7×107と な り,実 験1と ほぼ同率 である｡

上述の よ うに分離 した53飼 の集落は培養5週 目にす

べて平板 より釣菌 して,SMを 含有す る(100Y/m1)Ki-

rchner寒 天 と含有 しない同培地及 び小川培地 に塗抹 培

養 し各培地上 の発育状態 をみたが,6株 はSM含 有培地

の方が非含有培地 よ り発育が旺盛であ り,他 の47株 に

いずれの培地 に もほぼ同 じ程度 の発育を示 していた｡

この よ うに53株 すべてがSMlOOY/mlの 存在 で充

分発育す ることを確かめてか ら,SM含 有培地上の発育

菌をSauton-potato培 地に移櫨 し継代 第2代 目の培養

表3分 離SM一 耐性結核菌の各菌力代表菌株 が,て んじ くねずみに皮下接種後8週 巨に惹起

したツペ ・yクリン｡ア レンキー並び に結 核性病 変
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接種部位 は左側下腹部,リ ンパ腺病 変は左側のみ記載

ア レ」ンギー(感染8週 後の値)は 硬結縦横径の平均値

接種局所変化:K;痂 疲,G;潰 瘍,A;膿 瘍,一;無 変化

ウンパ腺及び内臓 の肉眼的病 変度 は佐 藤法 に よる

脾10mg中 の結核生菌数は/J・川培地3本 の平均値｡｡;コ ロ=一 計算不能 をあ らわす

を菊力 のテス トに用いた｡菌 力テス トはてん じくねずみ

(体重約3509)に ついて実験1と 全 く同様に行 い・53

殊すべ てを沓株について7匹 のてん じくねずみの左下腹

部皮下 にO.1mgず つ注射 し8週 問放置 してア レルギ

㌦ リンパ腺及 び内臓の結核症 の進展及び剖検時 の脾 の

培養 につ いてしらべた｡そ の方法は実 験1と 全 く同 じで

一一一7-一
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あ る｡

実 験2の 成績は綜 括 して表2に 示す｡皮 下接 種の場合

てん じくねずみに対す る菌力の強 さを最 も鋭敏にそ して

明瞭 に示す ものとして脾 の結核症 指標 を とり,こ れを表

2の 如 く区分 して菌力 の強弱の段階をつ けた｡す なわち

指標0は その菌株 を接種 した全動物 の脾 に結核結節が全

くないこ とを示 し,3.0～4.0で は全動物 の脾 に最 も著 し

い結核結節 の発生 が観察 され,菌 力を これ らの指標区分

に相応 させ て無 ・弱 ・中等 度 ・強の4段 階に分げた｡

表に示す よ うに53株 の中21株 は菌力 が無又は弱 の

群 に属 し,他 の32株 は中等 度以上の菌力 を 示 し てい

る｡こ の菌力 の相違 に相応 して21株 はSauton-POtato

上 の発育がわる く培養20-30目 の所見ては,微 細穎粒

状 の うすい菌苔がpotato上 をおおい所 々に暗緑色の色

素 を生 じてdysgonicな 発育様相を呈 していたのに対

し,菌 力の強 い32株 はpotato上 の発育 が極め て旺盛

で培養14-17日 の観察 では黄 白色の菌 苔が しわをつ く

つてpotat◎ 全面をおおい,も り上つてeugonicな 発

育様 相を示 していた｡dysgonicな 菌株 では収量が少 な

いので動物接種には4週 前後の培養 を用いたが,eugonic

な菌株 は2～3週 の培養 を用いた｡接 種 生菌量は表に示

す よ うに変動が甚 しく,一 般 にdysgonicな 菌株は0.1

fng中 の生菌数が低 く,eugonicな 菌株 は多かつた｡

dysgonicな 菌株 の定量培養は特 に7週 目で集 落計算 を

行つ た｡菌 力の強 い菌株 はすべて104以 上 の生菌が皮下

に接種 されているが,弱 い菌株では104以 上接種 された

ものは少な く21株 中5株 にす ぎない｡

表3は 表2に おいて分類 した菌力 の無,弱,中 等度及

び強の群の中から1株 ずつ えらび出 して接種生菌 数,ア

レルギ ー及 び結核性病変の関連 を詳細に示 した ものであ

るe表 か らNo.11aは 強毒 のNo.6よ りも接種生菌数

は多いのに も拘 らず菌力は無 であ り,接 種局所 リンパ

腺系及 び内臓に肉眼的には全 く病変 をおこさず,脾 もす

べての動物が培養陰性であ る｡中 等度の菌力を示す菌株

は強い菌力 のNo.6よ り10倍 の接種 生菌数 であるに

も拘 らず,病 変,脾 の培養 からみ て菌力が弱い｡叉 弱い

薗力のNo.9は,無 のNo.11a及 び中等 度のNo.10b

と余 りに も接種生菌量の差 が大 き く,弱 菌力 とい う位置

ずけは困難 な よ鑑に思われる｡ツ ベルクリン ・ア レル ギ

ーは実験1と 同 じく8週 目では53株 すべてに強 く発現

していた｡

考 察

葭力 とい う言葉は常に感染 にさらされ る特定 の宿主,

並 びにその感染試験が実施 され る厳密な条 件 とい う観点

か ら規定 されなければな らない とDubOsは のぺてい る

か2日,こ の実験において宿主 がてん じくねずみ であ り,

感染 径路が皮下接種である ことは分離菌 の菌力 を表現す

る上 に最 も重要な条件 である○

Woodruff等1の 及 びSoltys等23)は てん じくねずみ

に有毒結核菌を 皮下注射 した場合,脾 叉は他の臓器に菌

が出現す る速 さは接種菌量 が多い程早 く,早 い場合には

皮下接種 後1時 間 目に臓器内に菌が証明 できることを報

告 して いる｡

著者等 の実験では接 種菌量 はすべてO・1mgと して大

量を用い,8週 間 の長い感染期 間をおいた のであ るか ら

侵 入力の強 い強毒菌は,臓 器培養迄行 えば充分に把捉 で

きる筈 てあ る｡

実験1の 成績 では耐性菌群の接種生菌数 は同 じO・1mg

で ももとの感受性菌 よ りはいずれ も著 しく少ないが,す

べて10`以 上の生菌接種を うけてお り半数 は105以 上の

生菌接種を うけている｡し か し リンパ腺系及び内臓に肉

眼的に結核症を進展 させてい るものは殆 ん どな く,脾 の

培養か らも菌の臓器へ の侵入が殆ん ど行われなかつた こ

とを示 している｡108個 の分離集落 中,atrandomに

とり出 した7集 落がすべて菌 力の著 しく低 い ものであつ

た とい うことは,表 面上強い菌力を示 した もとのSM感

受性菌群において菌力の低い菌 が高 い比率を 占めている

ことを考えさせ るのであ る｡しか しこの成績 のみではH2

菌群は圧倒 的に弱毒菌の比率が高 い と考 えない場合は,

純粋な耐性菌群 では耐 性の獲 得 と菌力 の低下が伴 うよう

に もみ られるので,実 験2で はSM一 醗性 の強毒菌が同

じ方法で分離 され ないかに注意 した｡

分離集落 はKirchner寒 天 又は小川培地上 での発育

様相には相 互に差異 を認め ないが,potato培 地に移檀

す るとかな り顕著 に発育様相がわかれ るので,実 験2で

はpotato培 地第2代 迄継代 して実験 に用 いた｡し かし

発育様相の差異 は継代2代 の問不変 であつた｡実 験2の

菌力テ ス トでは極めて強毒 な株 と菌力 の甚だ低 い菌 稼が

存在す ることが認め られ,弱 毒菌 の比率が依然 として高

い ことを推 測させ る外に耐性 の獲得 と菌力 の変異が独立

に変化する因子 であろ うとい うことが立証でぎたのであ

るが,表2に 示す よ うに菌力 の低い菌株 は必ずpotato

培地 上の発育がdysgonicで あ り,一 般 に一定菌重量中

の生菌単位数が低い｡10繍4mgを 小川培地 に接種 しても

集落の発生 しないものが7株 あつた｡

ある結核薗 の示す菌力 はい くつかの異つた独 立の属性

の総和であ り,菌 力の発現 にはそれ らの諸因子 のすべて

が関与す るこ とが要求 されるのはい うまで もないが,そ

の菌の培地上 の経歴に よつて規定 され るVitalityや,

接 種生菌量 は菌力の比 較の際 にはまず第一に規定 されね

ばならぬ ものであ るM)・25)｡そ の点,こ の実験において

菌株 の発育様相に顕著な相違が あ り,し か も接種菌重量

は同一 でもこれに含 まれる生菌量が甚 しく異つているこ

とは菌力 の質的な差 異を大 き く修飾 してい るか もしれな

い とい う懸念を残 すのであ る｡し か し表3に 示す如 く無

毒菌株No・11aと 強毒菌株No・6と は少な くとも接種

一8-一 一



387

注 菌数が 同 じorderと み てよいに も拘 らず,、両株 の菌

力 の差異は極めて顕著 である｡こ め無,強 の菌力を示す

菌株 の中間に位置す る弱及 ぴr械 鞭 の菌力の菌株 は数 が

少 な く,そ の接種生菌量か らみて,無 及び強 の菌力の菌

の混合菌群 として もよいであろ う｡菌 力 は結核菌に事い

て も永続的 な内在的の性質 をもつ ものではな く,あ る条

件に応 じて動 いてゆ くものであろ うと考 えられ るので,

実験2の ような培地継代 の経歴を もつ菌群 では当然お こ

りうることである○

なお実験1,2を 通 じて分離耐性菌は全 く菌力がない1

と認め られ るもので も1例 の例外 もな く動物に ツベル ク

リ¥｡ア レルギーを与える ことができた ことは興味深い

ことである｡表1又 は表3に 示す よ うに リンパ腺及び内

臓に全 く肉眼的病変をつ くらない菌株が強 いアレルギ ー

を与えている様子はRaやBCGの よ うな無毒i,弱 毒

の菌株には常 に認め られ ることである｡

以上 のよ うな分離時ゆ耐性菌 の曹力 テス トで は菌力 の

低い菌株 は,そ の皮下 からの侵入力及び ツペルク リソ｡

アレルギー賦与力においてあたか もBCGやRaの よ

うな性質を もつ ことが認め られ,従 つて強毒の保存菌株

H2ば その菌群 の中に相 当量 の弱毒菌 を含む ことが推 測

されるのであ るが,こ のよ うな弱 毒菌は果 してRaや

BCGと 同 じものであろ うか｡も し同 じとすれば甚だ簡

単に弱毒結核菌 の分離渉行える ことにもな るのぞある｡

しか しこの点につ いそぽ∴秀離弱 毒菌 の菌力の性質,安

定性 にっいて更に詳紬な追求を進 めなければ結論 するこ

とはできない｡

結 論

SM耐 性変異 と菌力に関する変 異は互に独立に変化す

る因子 と考 え～比較的菌力の安定 してい る実験室保存の

強毒人型結核菌株H・ から高濃 窪にSMを 含有 する培地

によわて選択的に耐性変異菌を とり出 し,そ の菌力をて

ん じくねずみ皮下接 種法に よつ て測定す ることに よ り,

もとのSM感 受性菌群 の菌力の構成を推 定 しよ5と した｡

そあ結果,分 離時の菌力テスふでは表面上強毒 と考えら

れる菌群の中にはBCGや ・Raに 類似 した極めて薗力

の低い菌が多数に混在 していることを推測 させ る成績 を

えた｡叉 純粋 の耐性菌群 で甚だ菌力の強 いものを も多数

解離することができた｡こ れ らの成績か らSM耐 性に賜

す る変異 と菌力についての変異 とは互 に無関係であろ う

とい う仮 定が証明 された と思 う｡

終 りに柳沢部長,室 橋博士戸)御指導,御 校閲 に感謝

す ると共 に本研究の一部 は文部省科学研 究費 によつた

ことを附記す る｡な お本論文 の要 旨は第27回 日本細

菌学会 で演説 された｡
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