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Strept・mycin依 存 性 結核 菌 の分析 に基 い た結核 症 の

感染と免疫に関する実験的研究

第1報Streptomycin依 存 性菌 の分離,生 物 学的性 状

お よびStreptomycin投 与の病原 性 に及 ぼす影響

国立予防衛生研究所結核部(部長 柳沢 謙)
.-」 一・-mp>'一

橋 本 達 一 郎

(受付 昭和29年8月7日)

人型結核菌のStreptomycin(SM)依 存性菌は,S

M治 療 によりかえつて病状が悪化した結核患者の疾から

Spendlove等 が はじめて分離したが(1948年)1),そ の前

年にMillerお よびBo㎞hoffがSM依 存性菌を最初

に髄膜炎菌から分離 し2),そ れがSM投 与 によりかえ

つて著 しく強毒化され る成績をえたことから考えて結核

症のSM治 療上に重大な示唆を与えた◎ しか しその後,

SM依 存性菌の出現は抵抗性菌程SM治 療上の障碍 と

なることがな く,そ の理由として出現の瀕度や病原性の

面からいくつかの知見が提供され考察されている。

その後依存性菌は結核菌以外の多 くの細菌についても

報告され,そ の生物学的性状,免 疫元性,病 原性が研究

されている。Mycobacteriumで は,Myc.tubercu1-

osisvar.hominisに ついて上記Spendlove等 の外

に,Yegian等3),Tison4),Lenert等5),Owen等6),

Vanderlindeお よびYegian7),Doaneお よびBogen8),

村 田の報告9)が あ り,Myc.ranaeに ついて早 くから

Yegian等3)・1◎)『12が興昧ある一連の研究を展開 してい

る。叉矢坂および山村13)はMyc.avi㎜ のSM依 存

性菌をえている。以上MycobacteriumのSM依 存性

菌に関する報告は少なくないが,分 離方法が種々である

ために分離菌のSM要 求量および依存性変異の安定性

もまた様々である。Vanderlindeお よびYegianは7),

SM依 存性菌の病原性に関する研究成績の不一致は,

その依存性変異の安定性について吟昧がたりないためで

あるとし,長 期間継代培養を行つても容易にSM感 受性

菌又はSM抵 抗性菌を生 じない安定なSM依 存性菌を用

いるべきことを強調 している。

最近,感 染 ・免疫機序が結核症 とよく似ているBruc-

ellosisの 生菌免疫に,菌 力の強い菌株から分離された

安定なSM依 存性菌がワクチンとして用いられ,成 功を

収めたが14)15),こ の研究はその実際的な 意 義 の外に

Brucellosisや 結核症のような特異な感染,免 疫機序を

もつ疾病の研究に,SM依 存性菌のような厳格な栄養要

求変異菌を用いるぺきことを示唆したといえよう。

ことに集落解離が困難で,単 一菌からの集落の得に く

い結核菌においては,SM依 存性変異およびその逆変異

を利用 して,結 核症の感染と免疫の興昧ある一断面が う

かがえるのではあるまいか。著者は研究室保存の強毒人

型結核菌H2株 から,極 めて安定なSM依 存性菌を分離

することができたので,こ の菌株に関する実験を中心と

して,て んじくねずみにおける結核症の感染 と免疫につ

いて考察 した。本報告に お い て は,ま ず依存性菌の分

離,同 定およびその病原性に及ぼすSM投 与の影響につ

いて述べ ようと思 う。

実験材料および実験方法
導

1)使 用菌株はSMに 曝露されたことのない予研保存

の強毒人型結核菌H,株 で,こ のglycerin-bouillon-

potato14目 培養から1emg/fnl蒸 溜水浮游菌液をつ く

り,依 存性菌の分離に用いた。

2)全 実験を通 じて同一LotのMerck製Strept(ト

mycin(calciumchrolidecomplex)を 用 い,重 量は

常』にpurebase相 当量をもつて表わした。

3)SM含 有Kirc㎞er寒 天平板の製法は既に発表

した通 りであるが16),こ のSMIOOY/mlの 平 板47枚

を用い,1枚 につき上記の菌液O.3ml(3鯉8菌 量)ず つ

を接種し全面に流した後,37◎Cに 培養 した。

4)分 離 した依存性菌はSM100Y伽1のKirc㎞er寒

天に継代 し,或 いは凍結乾燥 して保存 し,時 にのぞんで

実験に用いた。継代菌は寒天斜面からかきとりそのまま

秤量 して用いるか,又 は遠沈法により蒸溜水で充分に洗

灘 した後ひ濾紙で脱水,秤 量 して実験に供 した。

5)依 存性菌の病原性に及ぼすSM投 与の影響は次の

ようにしてしらべた。SM含 有培地継代第4代 の依存性

菌(洗 源菌体)か ら菌液をつ くり,体 重3∞-400gの て

んじくねずみに,皮 下(右 下腹部)に は1mgず っ,静

脈内にはO・1mgず つ接種 し斎群それぞれSM投 与群

と非投与対照群に分けた。接種依存性菌の生菌単位数は

SM100γ 伽1-Kirc㎞er寒 天で決定 したが,47.5×105

伽1で あつた。

SM投 与は感染 と同時に始め,毎 日20mgず つ2回
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にわけて腋窩部皮下に注射 し,屠 殺する迄8週 聞継続 し

た。8週 目に全群をユ00倍 ツベルクリン稀釈液でアレル

ギーをしらぺ,屠 殺剖検 して肉眼的に リンパ腺系および

内臓の結核性病変を観察 した。その際脾を乳鉢ですりつ

ぶし1%NaOH溶 液 で100mg/ml乳 剤 としてO・lm1

ずつ培養した。培養には100y/mlSM-Kirc㎞er寒 天 と

SMを 含まない小川培地の2種 を用い,4週 間37◎Cに

培養後脾10mg申 の生菌数を計算 した◎

同じことを同時にもとのSM感 受性H,株 について行

つた。すなわち,Kirchner(SySer)液 体培地発育菌膜

の11日 培養から菌液をつ くり,て んじくねずみの皮下

にlmgず つ注射 してSM投 与および非投与対照の2

群にわけた。接種菌の生菌単位数は26・6x106/mgで あ

つた。

実 験 成 績

実験1依 存性菌の分離

SMlOOγ/ml-Kirchnerpa天 平板47枚 に接種 したH2

株の全生菌単位数は4.4x109で
表1あつた

。平板上の集落は培養2週

では0,3週 では59,4週 では

sen染 色 ではもとのH2株 と染色性および形,大 きさに

おいて異るところな く,抗 酸 。アルコール性をもつてい

る◎SMIOOY/mlKirc㎞er寒 天 に塗抹培養すると,

7日 一10日 で黄白色,乾 燥性の菌苔をつ くるが,菌 液接

種による小菌数の培養では,発 生落集は3週 以後にみ ら

れ,も とのH,株 のそれと発育速度,形 態および色調が

全 く同 じで,R型,黄 白色,乾 燥性で容易に他の抗酸性

雑菌 とは区別することができる。

液体培地における発育は次の如 くである◎SM200γ/ml

Kirc㎞er(SySer)液 体培地に依存性菌菌液を接種す

ると,管 底に深部発育を行い,3-4週 で液表に菌膜を

つ くる。この菌膜をとり,SMsOOγ/mlのSauton培 地

(30ml分 注)の 液表に うかせ,8週 間培養すると菌膜

は液面全体をおおい旺盛に発育するが,菌 膜下の培養液

は黄色透明である。収量は培地1本 につき凍結乾燥菌体

で約60mgで あつた。加熱殺菌後の濾液を10倍 に稀

釈し,H2株 感染てんじくねずみについて皮慮アレルギ

ーの惹起力をみた。その成績は表2に 示すように100倍

BCGお よびH2株 の各培養から100Y!mgSM寒 天平板による

SM一依存性結核菌の選択的分離

103と 殆んど大部分が発現 し,6

週以後集落数の増加はなかつた。

総計108の 出現集落は6週 から8

週迄に適当の大きさのものから釣

菌しSM感 受性をしらぺた◎その

結果塗抹培養によりSMIOOY/ml

の培地にのみ発育 し,SMを 含 ま

ぬKirchner寒 天および小川培地

には発育 しない 菌株は,表1の

H,株Potato14日 培養に示すよ

うに1株 だけであつた。このSM

を必須発育要素とすると考えられ

る依存性菌は分離平板上では培養

5週 目にはじめて集落がみとめら

れ,集 落の発現が他のSM抵 抗性

菌よりおそかつた。

なお表1に はH2株 お よびBC

Gの 各培養から同様な方法で依存

性菌の分離を試みた成績を総括し

たが,SMを 必須発育要素とする

厳格な依存性菌は全実験を通 じ1

株(186株)だ けで4。4x109と

い う最大のp◎pulationか らであ

つた。

実験2依 存性菌(186株)の

生物学的性状

依存性菌自体 はZieh1-Nee1一

菌 株

BCG

H2

培 養

Sauton14日 培 養

Sauton10日 培 養

Sauton7日 培 養

Sauton14日 培 養

Sauton14日 培 養

Potatoee13日 培 養

Petatoユ5目 培 養

Potatoユ4日 培 養

SM100Y/mlKirchn.er寒 天 平 板 に お け る

接種全生菌数 {轍 籟 数(培養8週)

雛 抵購 糊 箋轡 存
1.5×107

1.1xユ09

3.2x108

4

0

5

5.3x107

1.8x108

1.5x109

2。5×109

4.4x109

0

1

0

47

82

噸■

0

0

0

0

0

0

0

0

0

1

0

0

3

6

25

NPotato培 地 はglycerim-bouillon-potato培 地

表2感 作および非感作てんじくねずみにおけるSM一 依存性菌(18b株)の

産坐する「ツペルクリン様物質」の標準ツペルクゾン(青山B株)お よび

H37Ra株 ッペルクリンとの力価比較

対鋤 物{罐駕 浬 鵠 物におけるツベルク蛾 応の平塊(綱
iク リ ンNO:12345678910

結核感染
動 物

健康動物

青 山B
18b

H3?Ra

青 山B
18b

1624202022171919ユ717

ユ31012131ユ ユ312111110

17131919171715171817

6505403734

6603300644

駐:ツ ペ ル ク ワン反 応 は0.1ml皮 内 に 注 射後24時 間 目に発 赤 を伴 つ た硬

結 の縦 横 径 を はか り,そ の平 均 値 で あ らわ した

18bツ ベ ルク リンは濃 縮 して い な い ので,10倍 稀 釈 液 が標 準 ツペ ル ク

ワ ンの100倍 稀釈 に相 当 す ると した
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農3SM合 有 培地に継代第24代 のSM依 存性菌(18b株)が 示すKi-

rchaer寒 天培地上におけるSM依 存性

Ktrchnerpa.天

のSM濃 度

Y/ml
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SM依 存 性 菌 各 菌 量 か らの発 生集 落 数

(培 養4週)
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幽

訪

51
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52

駐.。 。:集 落培地全面をおおい計算不能

中:集 落培地半面以下をおおい計算不能 、

N=SM依 存 性菌の逆変異菌(SMlOOy/ml培 地 に発育せずSMOY/ml

培地 に発育)

稀釈の旧ツペルクリンおよび無毒結核菌H37Raツ ベル

クリンに くらべ力価は弱いが,ア レルゲン性はあると思

われる。

実験3SM依 存性変異の安定性

依存性菌のSM感 受性を培地継代中の任意の時期に,

間が少なくとも3週 間以上になる

とSMを 含まない培地にも僅かに

集落が発生する。これ らの集落は

SMlooy/ml培 地には発育せず,

第2報 にのぺるように依存性菌か

らの逆変異菌 と思われる。

表3に は継代第24代 目のSM

200γ/mlKirc㎞er寒 天10目

培養の依存性菌(洗 潜i蔚俸)を,

各濃度のSM含 有Kirc㎞er寒

天 に各菌量接種 し,37。C,4週 間

培養した成績を示す。これによる

とSM10γ/m1以 下 では集落を

つ くらず,50～1000Y/mlの 培地

ではほぼ同様な旺盛な発育がみら

れた。この際,SMを 含まない培

地匹10'img接 種 した菌群から1個 の集落が出現 した

が,こ の菌はSMIOOY/mlの 培地には発育せず,逆 変

異菌が選択 されたものと思 う。なお同代の菌を用いて菌

体を洗際せずに同様な実験を行つ た 場合 もやはりSM

10γ/ml以 下 では発生集落を認めなかつたが,SM5000

農4て ん じくねずみに対するSM依 存性菌の病原性およびこれに及ぼす

SM投 与(2emg/日,8週 間)の影響

SM感 受性菌皮下1mg接 種 分離培地 各動物の脾ユdWg申 の生

畷 顯顯 鰯 灘 鱗 数19111

噸 鰻顯灘 鵯搬 繍 £謡
SM依 存 性菌皮下lmg接 種

20032420ゐ吻Voo1
00000000ム魏VO

00000000ム甥7/oo1
00000000ム吻VO

撫

爆

聚

聚

爆

聚

贔

聚

贔

爆

撫

藤

藤

愚

爆

聚

瓢

燃
SM依 存性菌静賑内0。1mg接 種

瓢繊 鰻 顯顯 鵯 …階 謂 誇
服顯 蘇 顯 顯 鵯 …1讐1罧 讐

記号説明:肺 の結節わずか(十)肺 に結節10個 前後(等)

瀕灘 こ叢羅 騨綴 讐1
塗抹法でしらべると,培 養2週 間ではSMlOOY/ml培

地に発育がみられるが,SMを 含まない培地には発育が

みられなかつた。 しか し塗抹菌量が非常に大量で培養期

Y/mlで はかえつて発育の抑制を

認めた。

実験4SM投 与 と依存性菌の病

原性との関連

SM依 存性菌を接種されたてん

じくねずみは,皮 下には少なくと

も106以 上,=静 脈 内には105以 上

の生菌が入つて8週 間を経過 した

にも拘 らず,表4の 対照群に示す

ようにいずれも肉眼的にはリンパ

腺系および内臓に殆んど結核性病

変をつくらず,依 存性菌の病原性

はないといつてもよいであろ う。

・一方 もとのSM感 受性H2株 は同

様な条件で極めて強毒であ り,こ

れに対し1日20mgのSM投 与

は著 しい治療効果をあらわしてい

る。しか し依存性菌接種群にSM

を投与 した場合は感染経路をとわ

ず肉眼的病変は極めて軽 く,非 投

与対照群 と同じである。肺に認め

られた数個の結節も粟粒大で乾酪

化を伴つていなかつた。なおツベ

ルクリン。アレルギーは,感 染経

路,SM投 与の有無をとわず,依 存性菌接種群全部に発

現 していた。

次に剖検時の脾の培養成績をみると,も とのH2株 接
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種群では病変に相応して多数のSM感 受性菌集落をえた

が,こ れに くらべて依存性菌接種群の脾から培養 された

集落数は少なかつた。 しかもこれ らの集落はいずれ も

SM依 存性で,SMを 含 まない培地では分離できなかつ

た。このことは,動 物体内でもSM依 存性は長 く安定で

あることを示唆 している。

この場合,SM投 与の影響をみるに,ま ず皮下接種群

では,対 照群は脾に菌が陽性の動物は1匹 もいないのに

対して,SM投 与群ではs/,"e菌が陽性であつた。静脈内

接種群では,投 与群および対照群において菌の証明され

る率はそれぞれ8/9,s/8で前者がやや高いが,そ の菌数を

みると対照群でも相当に高いので,SM投 与 の影響は皮

下接種群程著しくないといい うる。

考 察

結核患者1)6)8)の 疾および切除肺の病巣17)か らSM

依存性菌を分離 した報告はあるが,Spend10ve等 の症

例1)を のぞいては,SM投 与 により病状が悪化進行した

原因が直接SM菌 依存性菌の出現に帰された例はない。

むしろSM抵 抗性菌の出現およひその菌力(Virulence)

が問題となつたのである。

この理由の1つ としてSM依 存性菌の出現が抵抗性菌

にくらべて少ないとい うことも考えられる。著者の行つ

た試験管内の分離実験では,8回 の実験を通 じて最大の

Populationか ら依存性菌1株 を分離することができた

にすぎない。しか しSMに より発育を増強される菌は,抵

抗性菌にくらぺれば少ないが依存性…薗より分離瀕度が大

きい。ところがこの菌の本態は,Yegian等 の考えるよ

うに不安定な依存性菌であるのか,Hurwitzの 指摘する

ように18)te)抵 抗性菌が培養環境(特 にpH)に よ りSM

の発育刺戟作用をうけるものかは決め難い。ここでは依

存性菌 とい う名称は安定な依存性変異菌だけに限定する

ことにしたい。

又依存性菌分離の方法は著者の行つたSM高 濃度含有

培地による一度の選択で単一集落として分離する方法が

突験材料を うるには最も望ましいと思われる。臨床材料

から又は液体培地継代による分離菌は不安定な混合依存

性菌を うる可能性が大きいからである。

化学療法剤による変異結核菌として報告される菌株の

中には,そ の性状から考えて混入雑菌の分離 と考えられ

るものもあるので,分 離 した依存性菌が,も とのMyc.

tuberculosisに 属するものであるとい う同定が必要で

あろう◎ 肇

著者は,(1)特 定培地上の集落の色,形 および発育速

度が結核菌と同 じであ り,(2)抗 酸性菌であり,(3)ツ

ベルクリン様物質を産生し,(4)て ん じくねずみに静脈

内注射をすれぽ臓器に顕微鏡的結核結節をつ くり,同 時

にッベルクリンァレルギー及び抗結核免疫を与え,(5)

SMを 必要 としない逆変異菌として依存性菌から分離さ

れる単一集落はすべて結核菌の性質をそなえているとい

う5つ の点を依存性菌(18b株)が 全部をもつているこ

とから,H,株 の変異菌であ る と考 えて誤ないと恩 う

((4),(5)に ついては後報でのべ る)。

SM依 存性菌のSM要 求量は1γ/mlか ら100γ/ml

まで分離菌によつて一定でない。著者の18b株 のSM要

求量の限界は10γ/mlと50γ/mlの 間にあると思われ

るが,一 方 もとのH2株 はSM1γ1mlで 完全に発育を

阻止 される。Paineお よびFinland20)は 感受性菌 と依

存性菌の発育阻止濃度が一致することから,両 者の間に

密接な連関があ り相互に容易に移行 しあうど考えたが,

この現象は18b株 では認められない。 しかも表3はSM

含有 培地に24代,長 期間継代 した菌 の成 績 であるか

ら,こ の菌のSM依 存性は極めて安定しているといえる

と思 う。

SM依 存性菌のSM要 求量が,上 述のように高く安定

したものであるならば,SMの 存在しない生体内ではこ

の菌は増殖できず,従 つて結核菌の菌力の本質がら考え

てこれを無毒結核菌とみなしてもよいことになるであろ

う。事実SM依 存性菌の病原性に関しては結核菌のみな

らず一般細菌についても,殆 んど大部分の報告がその喪

失を認めている。この菌力の喪失がもし菌力を支配する

数多くの因子の申のSM依 存性変異のみによつているの

であれば,SM投 与 によつてその菌力は恢復され強毒菌

として行動する筈である。Miller等 は髄膜炎菌2)で,

Tisonは 結核菌4)で,牛 場等は腸炎菌21)で,平 塚は赤痢

菌においてee),と もにSMの 投与により依存性菌が強

毒化されることを報告している。

しかし結核症においては,上 記Tisonの 報告をのぞ

いてはいずれ も感染SM依 存性菌が殆んど投与の影響を

うけないことを指摘 している。著者の成績でもSM依 存

性菌の病原性はSM投 与によつても,も との感受性菌程

に恢復されなかつたことは明らかである。又感染形式に

おいて結核症と類似点をもつBrucellosisで は,Olitz-

ki等23)お よびHerzbergegF14)は いずれもSM依 存性ブ

ルセラ菌がSM投 与により病原性を恢復しなかつたこと

をのぺている。このように結核症やBrucellosisの よ う

な,あ る時期には細胞内寄生状態 ともいうべき感染形式

をとる感染症にSM投 与の影響を否定する成績が多 く,

他 の細菌類による感染症ではSM投 与が依存性菌の増殖

に強い影響を及ぼしていることは,SuterM)やMacka-

ness等 お)の 結核菌を貧喰 した組織培養の単核細胞内に

はSMが 滲透 しに くいとい う実験成績から考えると意義

があるように思われる。

従つてSM依 存性結核菌の病原性がSM投 与により殆

んど影響を うけない理由としては,第1に 生体内の結核

菌の発育環境におけるSM濃 度が,果 して必要な水準に
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到達維持され うるかということが考えられ,依 存性菌の

SM要 求量が高い程,こ の可能性は大きい。村田9)は こ

の点を特に強調 しているが,一 方Doan等8)は,毎 目

SMlimgの 大量をてんじくねずみに2カ 月間投与して

も殆んど病原性を恢復 しなかつた成績をえてお り,Va・

nderlinde等7)はSMsY/mlと い う低い要求量をもつ

依存性菌も100Y/mlの 依存性菌 と同じく,SM投 与に

より病原性の恢復がみられなかつたとのべている。故に

SM依 存性菌感染に対するSM投 与の影響については,

投与SMの 宿主生体内濃度の外に,依 存性菌 自体におけ

るSM依 存性以外の菌力構成因子が同時に変異をおこし

て無毒化しSMの 投与 とは全 く無関係になるということ

も考えねばならぬであろ う。そのためにはSM依 存性結

核菌の菌力を更に詳細に分析することが必要である。

総括および結論

SM依 存性結核菌の1菌 株を強毒人型結核菌H2株 か

ら分離することができた。この依存性菌はもとのH£ 株

からの変異菌であることを若干の生物学的性状から確認

することができ,SM要 求量は10γ加'以 上で,長 期間

の培地継代においても極めて安定であつた。

てんじくねずみに対 し依存性菌を皮下又は静脈内に大

量接種 しても殆んど肉眼的病変をつ くらず,無 毒化が著

明であつた。 しか し依存性菌の一部は動物体内に8週

間,も とのSM依 存性を維持 したまま生残することがで

きる。これに対 しSMの 投与を試みたが,感 染依存性菌

の菌力を強めてもとのH2株 と同程度の菌力を恢復する

ことはできず,感 染経過に大きな影響を与えることはで

きなかつた。この理由について,生 体内依存性菌発育環

境におけるSMの 到達濃度および依存性菌自体における

菌力構成因子の変異の二面体が考察 された。

終 りにのぞみ,柳 沢部長の御指導,室 橋主任の御校

閲に対 して深 く感蹴する。なお本研究の一部 は文部省

科学研究費によつたこと並びに第25回 貝本細菌学会

総会において演説きれたことを附詑する。
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