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強 毒人 型結 核 菌H2株 及 びH37Rv株 の

菌力の安定性について
亀

国立予防衛生研究所結核部(部 長 柳 沢

橋 本 達一郎 ・吉 田 幸之助

(昭和29年2月8日 受付)

結核菌が生体外 に とり出 されて人工培地 に継代 される

と次第にその菌力(VirUlence)を 失つ てゆ くことは多

くの人 々によつて観察 されている｡し か し稀に息者 分離

後の結核菌が極めて長年 月の間,種 々の人工培地に継代

されて も分離直後の強 い菌力を維持 し,菌 力の減弱 を示

さない場合があ ろ｡ア メリカのH37Rv株,わ が国の

H2株 はその代表 的なものであろ う｡"

H37Rv株 は1905年,E.R.Baldwinが 患者か ら分

離 して以来,長 年 月の間その菌力が減弱せず現在 も強毒

人型結核菌 の標準株 として,ひ ろ く実験に用い られてい

る｡又H2株 は柳沢が1935年 頃患者の疾か ら分離 し動

物実験により入型結核菌であるこ とを確 認 してか ら約19

年 を経過 した菌株であ る｡こ れはわれわれが 日常用いる

強毒人型菌の保存菌株の中では最 も菌力が強い と考え ら

れる｡

われわれが この実験において吟味 しよ 第1表

うとしたのは菌力の一方的な減弱 ではな

たo

謙)

H37Rv株:1951年 アメ リカのMayoFoundati◎nの

A.G.Karlson氏 よ り分与 された ものを小川培地 に継代

し,更に これ をSauton-potato培 地 に継代培養 した｡こ の

実験にはSauton-potato培 地餐継代 の培養を用い14日 培

養を中心 として9,10,12,16,21日 培養の ものを各 々1培養

ずつ用いた◎以上の2菌 株 のpotato培 地 上に発育 した菌

苔を とり,水 晶球入 りコルベン手振 法iで蒸溜水浮游菌液

をつ くり,てん じくねず みの右下腹部皮下 に菌をO.01mg

ずつ接種 したo接 種後6週 間放置 した後屠殺剖検 し,リ

ンパ腺及 び内臓の結核性変化を佐藤秀 三法 に従つて判定

した｡す なわち,リ ンパ腺 は+:米 粒大,昔:大 豆 大,

帯:え ん ど う大,冊:そ ら豆大,内 臓病 変は+:結 節

が よ うや く発見 し うる程度,升:結 節が10個 内外,帯;

結節がかな り多数,冊:結 節が極めて多数で殆ん ど臓 器

Potato培 地継代毎 に変動す るH2及 び

H37Rv培 養の菌 力

く,上 述のH37Rv,H,の ような強毒株

の菌力 の動揺 であ る｡1949年BCGワ ク

チンの国家検定開始以来BCGワ クチン

の感染防禦試験において攻撃 に用 いる強

毒結核菌の菌力の動揺には最 も苦 しめ ら

れたが,こ れは同時 に化学療法剤 の効力

測定を行 う動物実験 において も常 に遭遇

す る難点であつた｡こ れ らの研究 には成

積を比較す る上か らも一定 の感染経路を

えらべば常 に一定 の罹患度を示す強毒結

核菌が特 に要求せられ るか らである｡そ

こで強毒菌の菌力 の動揺 に関する因子 に

ついての考察を行 うと共 に,菌 力 の安定

化をはかる具体的な方法 について凍結乾

燥法 を主 として検討を加 えてみた｡

実験IH2,H37Rv培 養 の

菌力の動揺

H2株:予 研 保存 のH2株 のてん じく

ねずみ1代 通過株 を出発点 として,14目

間隔でGlycerin-bOにillon-potato培 地 に

継代 した｡実 験に用 いたH2株 はその各

継代代数の もので,大 部分は14目 培養

を用 い,外 に13,21日 培養の もの も用 い

菌 株

H,
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25.3

22.2

22.7

19.8

21.4

20.3

20.7

23.9

20.9

23.5

23.2

19.9

23.2

19.5

結核症指標(慈 染6週 後)

リン調 肺 肝 脾

3.3

3.8

5.8

5.8

3.4

7.0

5.1

7.3

5.2

5.6

6｡6

6.9

7.2

4.3

5.1
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3.7
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0.3

0.6
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0.5

0.4

0.5

0.2
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0.2
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0.5

0.1

0.5
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0

0.4

0.6

1.0

0

0.5

0.1

1.0

0

0.4

0.1

1｡3

0.9

0.1

0.4

0.4

0.1

0.9

0.9

2.4

2.3

0.8

3.〇

三

2.5

韮.3

2.Q
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2｡6

2.5

0.9

1.6

1.3

1｡0

註1)H,はGlycerin-bOuillon-potato培 養,H37RvはSauton-

potat0培 養 を用 い た

2)感 染 は皮 下 にO.Olmg注 射 した
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表面 をおおつている状態｡こ の+の 数 を リンパ腺はす
ゆ

ぺ ての リンパ腺につ いて,臓 器は各臓器 別に合計 して動

物1匹 あた りの平均値 を出し,こ れを便宜上,結 核症指

標 として用いた｡ツ ベルク リン ・ア レル ギ ーは感染後6

週 目に,す なわち屠殺直前 に100倍 稀 釈 ツベルク リンを

用いて検査 した｡

成績 は第1表 に示す｡結 核病変の指標 としてはてん じ

くねずみでは脾の指標が最 も菌力 の強 さを鋭敏 に反映す

る と思われ るので,こ れを主 にして各培養 の菌力を比較

すれ ばその差が明 ら か で あ る◎ 第1表 からH2株 も

H37Rv株 も菌力 の動揺が著 しい ことがわか る◎培養 日数

を14日 に一定 して も菌力 の差は著 しい｡H2の7培 養の

中,菌 力の強い ものは3つ,中 等度の ものは1つ で他の3

つは菌力が弱い｡H37Rvは10培 養の中,菌力 の強い もの

は4つ にす ぎず,中 等度1っ,他 の5つ は菌力が弱い｡

実験ESauton-potato発 育H37Rvの

培養 日数と菌力の関係

Sauton-POtato15日 培養 のH37Rvを 同一 の培地か ら

かき とり,12本 のSauton-POtatoに1白 金耳ずつ同様

に接種 し直ちにふ卵 器にいれて培養 した｡以 後7,12,

14,17,21,28日 培養後 にそれぞれ培地 を1本 ずつ とり

出 し菌体を採取 ・秤量 して蒸溜水浮游菌液 をつ くつた｡

菌液 の作製は毎回なるべ く同一条件 で行 われ るよ うに考

慮 し,回 転振 巖機 を用 いて水晶球 入 りコルベン回転振邊

法 に よつ てつ くり,各 実験毎の製造 条件 の誤差をで きる

だけ小 さ くす るようにつ とめた｡こ のよ うにしてつ くつ

第2表

天竺ねずみ に対 す る菌力 に及ぼす影響

Sauton-Potato培 地 の 培 養唱 数 の差 異 がH37Rvの

た菌液を用 いて,各 々7匹 のてん じくねずみの右下 腹部

皮下 に菌O.1mgず つ接種 し,同 時 に小川培地を用 い定'

量培養に よつ て接種生菌数を決定 した｡接 種後6週 目に

アレル ギーを測定 し実験1と 同様 に結核症指標をえた｡

第2表 にその成績 を示すが,同 一・ca重量内の生菌数は

培養 日数がわかい程多 い｡菌 力 も大体生菌数に比 例し7

日,12目 培養が高 く,14日,17目 培養が これにつぎ,21

日培養以後になる と弱 い｡生 菌数 は7目 培養を標準 にす

る と14日培養ではその約1/sに,21日 培養ではYieに 減

少 してい る｡従 つて一定菌重量を感染 に用 いるのであれ

ば同一継 代代数 の菌 を用い る限 り培養 日数のわかい培養

を用 いた方が生菌数が多 く菌力が強 い とい うことになる

であろ う・｡

実験 皿 ほぼ同 じ生菌数 をもつ 職 株 各培養の菌力

継代代数 を異 にし培養 日数を異 にす るH,株(Glyce・

rin-bOuillon-POtato培 養)よ り菌液 をつ くり,O.05mg

の菌 を皮下 に接 種 した実験群 より,接 種生菌数が ほぼ同

じものを4群 とり出 し,菌 力を比較 した｡菌 液 をてん じ

くねずみ に接 種後6週 目にアレルギ ーを測定 して屠殺剖

検 し前実験 と全 く同様 に行つた｡第3表 にその成績を示

す｡

第3表 よりわかるよ うに各群 の脾の結核症指標をみる

と,感 染生菌数が ほぼ同 じであるに も拘わ らず,そ の菌

群 の菌力は著 しく異つ ている ことが認め られる｡・すなわ

ち継代代数 の異 る培養を用 いれば生菌数,換 言すれば接

種 に用いる菌群 の大小はその菌力 と直接 の関係がないと

い えよ う｡

実験IV凍 結乾燥法による菌力の固定

購耀 毒
　後週　染感楓指症核結

脾肝肺ン
腺

リ
パ

6

の

ル

後

レ

一

鰍
週

ア
ギ

動
物
数

脾重量

2π9 溜2ル2 9

770、2.6x106 7 26.3 5.3 0.6 2.3 1.8 1.8

122001.4x106 7 25.1 4.6 0.6 2.1 1.6 1.6

143407.6x105 7 28.0 4.2 0.1 0.6 0.8 1.3

173705.7×105 7 27.2 4.2 0.3 1.0 1.2 1.4

215002｡2x105 7 23.8 4.0 0.1 0.3 0.4 1.0

285301.Ox105 7 24・2 3.8 0.1 0.3 0.3 1.2

第3表 ほぼ同 じ生菌数 を天 竺ねずみの皮下 に注射 した場合 に

H2株 の各培養が示す菌力の変動

PotatoO、05mg皮 感染6週
上 の培 下接種量 中 動物数 後 のア レ

養 日数 の生菌数 ルギー

結核症指標(感染6週 後)

壕 険 正囲 脾
脾重量

ピ

〃3〃歪 9

7 1｡6x106 4 19.3 5.5 0.4 0｡52.5 1.7

み8
2.OX10篠 12 22.8 5.5 0.3 0.81.6 1.5

12 1.8x106 6 22.8 3・3 0.1 00.3 0.9

14 2.Ox106 9 234 5.9 0.5 0.52.1 L2

一

H・ 株及びH37Rv｡R-SM株(SM耐 性

株)を 用い,H2はSauton培 地18日 培

養,H37Rv・R｡SMはSauton培 地12目

培養 のそれぞれの菌膜 か ら菌 液をつ く

り,5%-Lactose浮 游菌液 としてアンプ

ルに分注後,Cry㏄hempr㏄es9に より

凍結乾燥を行つた｡乾 燥後 アンプルは真

空のまま熔封 し5｡C以 下の暗所に保存

した｡H2は 乾燥直後,2,2・5,3,4,

6,10カ 月保存 後に,H37Rv・R-SMは 乾

燥直 後,3.5,4.5カ 月保存後にそれぞれ

乾燥菌 を蒸溜水で再浮游 し,そのO・1mg

をてん じくねずみの皮下 に接種 した｡接

種後,前 実験 と同様 に6週 目にアレルギ

ーを測定 し剖検を行つてそ の成績 を第4

表 に綜 括 した｡

第4表 をみると,Hg株 は乾燥直後の

菌群が強い菌力を示 しているが,こ の菌

力 は乾燥法に よつて10カ 月間ほぼ同 じ程

度 に維持 されていることが脾の指標 から
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第4表 凍結乾燥 きれたH2及 びH37Rv｡R一SM株 の天竺 ね

ずみに対す る菌力 の安定性(皮 下接 種)

菌 株

H2

H37Rv

R-SM

雛糞1驚綾 穆
0

2

2.5

3

4

6

10

0

3.5

4.5

7

7

7

8

2

6

5

1

7

5

7

16｡6

25.1

24｡8

24.4

24｡2

26.0

25｡6

19.7

22.0

結 核症指標(感 染6週 後)

リン咽 肺 肝 脾

7｡1

8.6

4.9

7.5

8.2

7.0

6.2

6.9

7.2

4.3

1.1 2.6 3.0

0.9 1.9 3.7

0.5 0.9 2.4

0.7 0.6 2.0

1.6 2.5 3.4

0.8 13 3.5

0.3 0.6 3.0

1.7

1｡0

0.8

2.42.6

1.62.4

1.02・9

駐1)

2)

3)

うかが うことができ る｡

SM耐 性のH37Rv株 につい ても同様 である｡H,株

の接種生菌数は乾燥直後 は2.46x106で 殆ん ど10カ 月

間を通 じ同 じorderを 示 していたが,こ れは実験皿の

Hs群 の接種生菌量 にほぼ相当 している｡従 つて第3表

の菌力 の変動 に比較すれば乾燥に よる菌力の固定 が明瞭

とな ると思 うo・

考 察

強毒菌 として実験室に保存 され てい る結核菌の菌力が

動揺 し,あ る場叙 こは殆ん ど病変をつ くらない場合す ら

あるとい う現象は,菌 力が関与す る実験を行 う場合 に最

も困惑する事実である｡St㏄nken等 によれば1)H37株

は1922年 頃 よ り菌 力の動揺 がお こり始め,菌 力 の関与

する実験を行 う上に非常 な障碍 を与 えた よ うである｡彼

はこの原因 として強い菌力 を示す菌群の中に無毒 の菌が

混在 し,両 者 の比率の変動 によつて菌群の菌力に動揺が

おこると考 えた｡そ して この比率は培地条 件によつて強

く支配 され,H37株 の菌力に動 揺がお こつたの も培地成

分の変化に より無毒菌の比率 が大 き くなつたためであろ

うとしてい る｡われわれの得 た成績か ら考える と,一つの

培地か ら発育菌 を とつて次 の新 しい培地に移植するとそ

こに発育 して くる菌の示す菌力が どうであ るかを接種量

や菌 の培養 日数か らは予言 するこ とがで きない｡こ のこ

とぽSteenkenの 如 く2)・3),結核菌 の菌群は菌力 に関 し

て不均一な構成 をもつてい ると考 えれぽ一番説明 しやす

いのであ るが,強 毒菌か ら変異す るRa型 の無毒菌 の比

率のみが菌力動揺 の原因 とは考え難 い｡何 故な らばRa

型の無毒菌か ら強毒菌へ の逆変異 がいかな る方法 によつ

て も証 明されない上 に3),Ra型 の無毒菌は強毒菌 と人工

培地 上の発育速度が ことな らぬ とい う報告 もあるか らで

一 は測 定 せ ず

感 染 は両 株 と もO.1mgを 皮下K注 射 した

生菌 数H2:24.6×106/mg,H37Rv｡R-SM:27.6x106/mg

ある4)｡こ れでは菌力が一一度低下すれば

次 に上昇す る場合を考 え難 い｡又Ra瀦

の分離が必ず しも容易 てないことか らみ

て も強毒菌群中でその菌力 の低下をお こ

す程にRaの 比率が極めて大き くなると

は思えない｡従 つてわれわれ は菌群の中

で大量 に出現す る不安定 な弱毒菌はRa

やBCGの よ うな性質 の ものでな く,強餐

菌への変異があ る程度 おこ り得 る性質の

もので両者 の比率はある条件 によ りかな

り不安定 に動 くと考えたい｡

実験皿にみ るよ うに培養 日数が古 くな

る程発育菌群の菌力が低下す ることは,

培地環 境の変化 で強毒菌の比率が小 さ く

なる機会が多 くなるのか,又 は生菌数の

減少のために強毒菌の絶対数 が減少す る

ためであろ う｡い ずれ とも断定 できない

が,培 養が古 くな るとともに菌力の強 く

な る条件が できるとは考 えられないよ うであ る｡新 しい

培地 に菌 を接種す るときその接 種菌群 申の強毒菌 の数,

比 率がまず発育菌の菌力 に関連 して問題 にな るが,上 述

の意 味か ら接種菌の培養 日数 も考慮 の必要があろ う｡又

あ る培地 に発育 した菌 のご く一部 分を接種 に用いるので

あ るから発育菌の菌力 の分布が不均一 であれば接種菌 の

菌力の構成が大 きく変 ることも考え うる｡い ずれに して

も発育す る菌群の強毒菌 と弱毒菌の均衡を決定 す る条件

については全 く不 明であるが,接 種菌 の特性 と発育 環境

の影響 に関連す る複雑 な因子の組 み合わせに よつ て きめ

られ るのであろ う｡・

結核菌群 の菌力の構成 に及ぼす培地条件 については現

在具 体的 には何 もわかつ てい な い｡Steenkenに よれ

ぽ1)pHの 変動 の少ないPreskauerandBeckの 合成

液体培地がH37の 菌力 の維持 に最 も適 しているとい う

が,わ れわれの経 験では合成培地であるSauton培 地,

鶏 卵培地 の小川培地,血 漕 を含むKirchner培 地,又

Potato培 地 のSauton-potato,Glycerin-bOuillon-potato

培地等 の間 に差異を認 め難 い｡す なわち現在 われわれは

培地 の選択 によつてH2やH37Rvの 菌力 を安定す るこ

とに成功 していないのであ る｡,

菌力 は極めて複雑な因子 の綜合 によつて発現 され る も

のであ り,DubOsの い う如 く5)し つか りと限定 された

菌側及び宿主側 の条件の下 で論議 されねばな らない｡こ

の点 この実験がすべて,て ん じくねずみの皮下に感 染 し

て行わ れた ことは重要な条 件である｡元 来皮下法 は最 も

結核の感染 に不安定な成績 を与 えるもの と考 えられ てい

るのであるが,こ の実験ではその不安定性 の原因 を主 と

して接種に用 いた菌側 におき宿主側の条件については考

慮 していない｡そ れは宿主側 の条件については殆ん ど知

一29・ 一 一
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られていない上 に,実 験Wか ら認め られ る如 く菌が固定

されている と10カ 月にわ たる皮下法 による感染の動揺が

余 り著 しくないか らである｡し か し無論個 々の感染群 に

おいて病変 の発現 に動物 の個体差があ り,宿 主側 の条件

については今後の研究が必要であ る｡

強 毒結核菌の菌力の動揺 は菌力 の本質を研究 する上か

らそれ自体興昧あ る研究対象であ るが,実 際問題 と して

もしこの動揺を防止 できないと菌力の関与す る実験 は多

くの時間,費 用の浪費を余儀な くされ るであろ う｡菌 力

の安定 をはか るには次 の二方法が考え られ る｡第 一 には

強 い菌力を示す菌群 の中か ら菌力の強い菌 を解離す るこ

とである｡Steenken等 が行つたS型 菌の解離 は6)そ の

一例 であ る｡第 二 には強 い菌力を示す菌群 をそのまま凍

結乾燥法 によつて固定 して しま うことである◎第一の解

離法 は強毒菌の単一細 胞を と り出す ことを理 想 と す る

が,菌 力 に関す る変異 の安定性が まだ不 明の上 に方法論

的に も難 しい点が多 い｡

解離法 に くらべ る と凍結乾燥法はBCGワ クチ ンの製

造 によ り,多 くの経験がつ まれているので技術的には比

藪的簡単である｡こ の方法 により生菌数 ・菌力を一定 に

保つ ことができるので,予め生菌数 ・菌力のわかつている

菌群 を用いて実験 を行 うことが可能 とな り労力の浪費 を

防 ぐことができるのみな らず計画的に実験を行 うこ とが

で きるであろ う｡し か しこの方法 にも次の如 き難 点が あ

る｡第 一・には実験1か らわかる ように菌力の強い菌群 を

選択的に乾燥 することが容易 でないとい うことである｡

第二 には強毒菌 を乾燥す るには危険 な点が多 く従 つて操

作が簡便でない｡水 蒸気 の凝結器 の融解水 か ら多数 の結

核菌が培養 され るの であ るが,こ のことは乾燥機 の経路

が ひろ く菌 に汚染 され ることを意昧 してい る｡こ の点 に

ついては研究者 の安全性のため に慎重な工夫を必要 とす

ると考 える｡

結 論

強毒人型結核菌 の標準菌株 であるH2株 及 びH37Rv

株 の菌力の動 揺に関係する因子 について実 験を行 い,接

誕菌の重量｡生 菌数 ・培養 目数か ら,て ん じくねずみに

吋する菌力の強 さ(皮 下接種経路)を 予測す ることがで

き・ないことを認め,そ の動揺の本態について考察 を行つ

たo

更 に菌力 の安定をはかる実際的問題 としては強 い菌力

を示す菌群 を凍結乾燥する方法 をえらび,こ の乾燥菌を

弔いて保存10カ 月聞にわたつ て,て ん じくねずみ皮下接

置法に より菌力の測定を行 いこの方法が菌力 の安定化に

嗣い うるこ と並び に菌力 の関与す る研究 に与 える利点を

脂摘 した｡

終 りに柳沢部長 ・室橋博士 の御校閲 を感謝する｡な

お本研 究の一部 は丈部省科学研 究費 によつ た ことを附

認 して謝意を表 する｡
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