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VoleBacmusの 天 竺 鼠 に対 す るVirUlenceに つ い て

国立予防衛生研究所 結核部(部 長 柳沢 謙)

室 橋 豊 穂 ・関 叉 蔵 ○吉田 幸之助

(受 付 昭和30年8月6目)

t緒 言

VoleBacillusと してわれわれ は2菌 株を 保存 してい

る。その一 つはD25,他 はOV2。 δであ る。Voleimillus

の培養性状やVirulence等 について従 来 しば しば行つ

て来た報告 は専 ら前者に関するものであ り,ま たWells

以外 の研究者の報告 もOV株 については行われ ていな

い。後者は1953年 にA.Q.Wellsか ら直接 分与を うけ

た菌株 で,現 在 イギ リスではすでに人体接 種に試用 して

無害有効 なことが証明 され ているが1),わ れわれ の経験

に した がえば,Dl5と は培養性状を明か に異にす る菌株

であ る。元来 これ はLakeVymwyで 捕獲 したField

Voleの 淋 巴腺乳剤(LV株)を,実 験 室飼育のOr㎞ey

Voleに 接種,通 過 して得 た株で,グ リセ リソ含有培地

には極めて発 育が悪 く,固 型培地 上の集落形態 もD15と

は明かに異 な り,現 在迄の ところ,通 常 の液体培地表面

には極めて僅かに しか発育を営みえないのであ る。 これ

らの性質を異にす るVoleBacillus菌 株 についてWells

の行つたpathogenicityの 検 討は,FieldVole,Bank

Vole,QrkneyVole,ContinentalVole,Mouse,Wood

M◎use,Hamster,Rat,家 兎,天 竺鼠,笹 等 極めて多

種 の動物にわ た り,各 種 の投 与経路 と投 与菌量 とによっ

て行われているが,そ れは主 として多種類 の動物 の感受

性を見 るために,肉 眼的病変所見 と生存期間 に重点を お

いた ものであつて,動 物体内における菌 の動態か らは論

じていない。 しか しVirulenceを 論ず る以上は.ほ ぼ感

受性の明かに された特定の種類 の動物 にっ いて,体 内に

おける菌 の増殖消滅の過程 か ら詳細 に観察す る必要のあ

ることは い うまで もない。 この観点に立つて わ れ わ れ

は,OV205お よびDlsの 両菌株 の一一定生菌単位数 を天

竺鼠静脈 内に接種 し,BCGお よびH2を 対 照と して,

菌 の動態 の面か らそれ らのVirulenceを 眺め よ うとし

て実験を行 つた。

2実 験 方 法

菌 株 と し て は,VoleBacillus-・Dユs,一 ・OV2e5お よ び

BCG,H3の4株 を用 いた。使 用菌液 の条件は各実験

成績 の項 に述べ る。

体重350～400gの 天竺鼠足静脈内に所 定量の各株菌

液を注射 し,注 射後24時 間 目に1群2匹 屠殺,臓 器10

mg中 の菌を定量培養 して定着菌数を定めた後,時 日を

追つて,実 験1,遼 では20週 迄,実 験 皿では15週 迄,1

群2～3匹 宛 剖検 し,肉 眼的所見 と共 に臓器の定量培養

に よる菌数 の消長を追求 した。

臓器か らの還元培養 に当 り,H2お よびBCGの 場合

には,1%NaOH処 理後10倍 段階稀釈 を行つ て一臓器

各稀 釈段 階毎に5本 の小川培地 を用いて培養 し,4週 後

の集 落数 を以 て判定 したが,OV2esは グリセ リソ含有培

地 には甚だ発育が悪 く,ま たDlsは グ リセ リソ非含有培

地 に一層 よ く発育 しうるので,こ の両株 に対 してはグ リ

セ リソを含 まない小川培地 を用いた。VoleBaci11usの

場合 は,還 元培養に よつて菌集 落を発生す るのは4週 以

後であ るので,培 養を10週 迄行 い,10週 目の集落数を以

て判定 した。生 菌数の算定 には,10～100個 の算定可能

な集 落を生 じた稀釈段階か ら計算 して,臓axlemg中 の

生菌単位数 と した。

ツ反 応は各群共 毎週100倍 稀釈 旧ツベル ク リンを 以 て

検査 した。

3実 験 成 績

実 験IOV2。5,Di5お よ びBCGの 比 較

BCGはSauton2代10日 培 養,DixはSaut◎n2代

21日 培 養 の各 菌 膜 か らそ れ ぞれ 菌液 を作 つ た が,OV2es

はSauton培 地 表 面 に容 易 には 発 育 しな い ので,グ リセ

リソを 含 まぬ小 川 培 地 上 の21日 培 養 か ら集 落 を 掻 き取 つ

て 菌 液 と した 。 菌 液 の 濃度 を5mgゾmlと し,そ の0.2ml

宛 を 天 竺 鼠 足 静 脈 内 に注 射 した 。 接 種 生 菌 単位 数 はそ れ

ぞ れ,OV2e6:64・8×10s,Di,;38.Ox105,BCG:78。8

x106で,BCGはVoleBaci11usの お よそ10倍 で あ

つ た 。

剖検 は注 射 後24時 間,3日 お よ び1,3,5,10,

15,20の 各 週 に1群2匹 宛 を行 つ たe
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ツ反応は,Di5群 の2匹 を除 き,全

例3週 以後1(innm以 上の硬結 を呈 し

たe剖 検所見は表1の 如 くで,淋 巴腺

腫脹 も臓器 の結節形成 やなか んず く脾

腫 も,BCG群 では接 種生菌 単位数が

約10倍 量 であ るに もかかわ らず,Vole

Bacillus群 よ りも明かに軽微 であつ

た◎VoleBacillusの 両群間には これ

らの点ではほ とん ど差 異がな く,接 種

後3～5週 頃 に門脈腺腫脹,著 明 な脾

腫な らびに殊に脾の微 細な無数 の結節

形成 を認めたが これ らの変化は10週 以

後は著 明に消観 し,15週 以後 全 く結節

を認めえなか つた。

脾1Cmg中 の菌 の消長は図1の 如 く

である。BCGで は24時 間 後の定着菌

数に比 してほとん ど増加傾 向が見 られ

ず,3週 以後急速 に菌数を 減 じて い

る。これ に対 し,VoleBacillus群 では

両菌株共 ほ ナ同型 の消長曲線を描 き,

1週 後一且菌数をやs減 ず るが,3～

5週 にか けてほ 讐定着菌数 と同等 ある

いはそれ を凌駕す る程度に達 し,5週

以後は急速 に減少 して,10週 目には

Dエs群 の1匹 の脾に1∞ 個 内外 の菌を

認めた以外は僅かに数個 とな り,15週 目以後 は どの臓器

からも菌を検 出 しえなかつた。肝では脾 とほ ジ同一傾向

をと り,ま た肺 では,3～5週 に著明な菌数増加 の傾向

を示 したが,10週 目には数個以 内に減 じた。

実geil菌 量 を異に した場合のOV2。5の 消長

前実験に よつ て,VoleBacillusとBCGと の天

竺鼠体内における増殖,消 滅の過程が異なる ことがわか

つたが,VoleBacillusで は1週 目にや や菌数を減 じて

か ら,3～5週 に至る間かな り急峻な増 殖を示す ので,

OV2gsを 用いて,菌 量 の多い場合と少ない場合 とにつ い

て,菌 数の消長を しらべた。

OV2es菌 液は実験1と 同様 に,グ リセ リソを含 まない

小川培地21日 培養 の集落 を掻 き取つて作 り,大 菌量群 は

1mg/0.4m1,少 菌量群 はo.1mg/o.4ml宛 を静脈 内に注

射 し,注 射後24時 間および1,3,5,10,15の 各週 に剖

検 して,肉 眼所 見の検索 と臓器 の定量培養 とを行つた。

接種生菌単位数は,大 菌量群では96.5×105,少 菌量群

では96.5xユ04で あ る。

ツ反応 は大量群 では少量群 よ りも早 く現われ,3～5

週 における淋 巴腺腫脹も脾腫 も少量群 より著明で,か つ

酬 結節形成 も脾において特に著 しかつた。ただ しこれ らの

変化 も実験1の 場合 と同様 に,10週 以後 にはほ とんど認

めえない程度に消徳 した(表2)。
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臓器内菌数の消長 は図3に 示す如 くである。すなわち

両群共 いずれ の臓器において も,1週 目にはか な り菌数

を減 じ,つ いで3週 目にか けて急突な増加 を 示 し てい

る◎この傾 向は実験1と 同様 であ るc菌数増加 の程度が少

量 群の方 に明か に著 しいことは興味が深い。そ の後,菌

の消失は少量群 に早 く見 られ,5週 目には著 し く菌数を

減 じ。10週 目にはせいぜい数欄 を認 めるにす ぎぬ程度 と

なつた。大量群では,5週 目に各臓器共 なお数百個の菌

2,4,8,10の 各週 に行 い,

ツ反応はH2群 では早 くも2週 目に現われ,臓 器の肉眼

所見 も他 の2群 に比 して極めて高度で,10週 に至るもほ

とんどそ の程度を減 じていない。 これに対 してVoleB-

acillus群 では,4週 目に相 当強い淋 巴腺腫脹,脾腫,結

節形 成が見 られ たが,そ れ らの変化は8週 以後には明か

に軽減 していた。殊にOV20s群 では,全 経過 を通 じて

脾腫 は余 り著 明でなかつた(表3)。

臓 器内菌数の消長 は図3に 示す如 くであ る。本実験で

は1週 目の剖検 および培養を行つていないので,前2実

験の場 合の ような1週 目におけ る菌数減少があつたか否

か不 明であるが,第2週 をPeakと す る著明な菌数増加

がみ られた。増加 の程度か らみれば,馬 が最 も顕著で,

OV2。δが最 も緩か であ るが,や は り実験Rに おけ るOX「2es

の示 した と同様な菌数増加傾 向が見 られ ている。 このよ

うな菌数増加 の点のみからみれば,VoleBacillusも 有

毒菌 と相似た経過を辿 るとい うことになる訳であ る。2

週 目をPeakと して,そ の後 はVoleBacillus群 もH2群

も共 にかな り急速 に菌数 を減 じてい るが,H2で は10週

に至つ てもな お数百個の菌を脾か ら培養 しえてい るのに

対 して,D三5で は8週 目にすでに1～2個 とい う極めて

少 い菌数 とな り,ま たH2と 同一生菌単位数を接種 した

OV20sで は全 く菌を 証明 しえな くなつてい る、 このよ う

な速 かな臓器か らの菌の消 失過程 は,臓 器 の肉眼的所見

の消裾速度と共 に,璃 とは明かに相違す る点であ る・

を含んでいたが,10週 目にはいずれ も

数 個以 下 となつた。

実験 班OV2es,Dlsお よび璃 の比較

前2実 験 か らほ ナ生体内 におけ る接

種菌の動 態がわ かつ たので,予 め定着

菌数を予定 し,実 験 を円滑に行 う目的

か ら,H2お よびDi5は いずれ も凍結

乾燥 して生菌単位数 の明かな ものを用

いたが,OV2。5の みは当時 これを行 い

えなかつたので,前2実 験 と全 く同様

に して菌 液を作製 した。接種生菌単位

数は前実験の成績 に鑑 みてそ のOrder

を ユつ下 げること 、し,O.lmg/O.4ml

宛を天 竺鼠静脈 内に接種 した。接種生

菌単位数 はそれ ぞれ,OV2。5:S8.5×

104,D茎s:10.5x105,H2:31.3×104で,

OV20s,とH2と はegs.同 一菌数であ

つた。剖検 は,接 種後24時 間 目および

1週 目は行わなかつたe

4総 括 考 案

天 竺 鼠 の皮 下 お よび 静脈 内 にVoleBaci11usDlsを 接

種 して そ のVirulenceを 検 討 した 前報 告2)3)に お い て ・

Dl5のvirulenceはBCGよ りも強 く,H2よ りも明

・一一46一
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か に弱い ことを述べた。本 実

験では さらにOV205を 加 え

て,Di5とOV2gs相 互の比較 の

みな らず,こ れ ら2株 とBCG

およびH,と の比較 を行 い,

重ねてVirulenceを 検 討 し

た。菌のVirulenceを 検 討

す る場合にわれわれは多 くの

接種経路を持 つてい るが,あ

る期間体細胞の影響を恐 らく

はほ とん ど受 けることな しに

菌が増殖す る過程を掴み得 る

方法 として,直 接 目標 とす る

臓器に到達せ しめ うる静脈内

接種方法を選 んだ。

前報告 の成績3)か ら,Dエ5

は接種後3～5週 をほぼ頂点

とす る増殖,消 滅 の消長曲線

を描 くことが推 察 されたが,

本実験において接種生菌単位

数を104～10s程 度にして追

求 してみる と,前 報告 の場合

とほ とん ど変 りな く,2～3

週に頂点を有す るか な り急峻な消長曲線を描 くことが確

め られた。 この曲線の内,上 昇曲線はBCGで は全 く認

められず,む しろH,の それに酷似す る程の急峻 さを示

すが,2～3週 後の頂点を過 ぎれば再 び急激 に 減 少 し

て,H2の 減少 曲線 とは明らか に相違 した傾 向を示 して

いる。すなわ ち天竺鼠臓器内ではほとん ど増殖曲線 を認

めえない程度に しか弱い増殖を営みえないBCGに 対 し

て,Dlsお よびOV2gsは 共 に著 明な増殖を営み うる点

において,そ のVirulen㏄ は天竺 鼠に対 してBCGよ

りも明 らかに強い といい うるのであ る。 しか し減少曲線

の側か ら見れば,そ の傾向は馬 よ りも遙か に 急 峻 で あ

り,菌 の消失が早 く,し たがつ て2～3週 以後体内に成

立 した免疫に よつて容 易に消滅 され ることを 示 し て い

る。 この点は,そ のVirulenceがH,よ りも弱い こと

を示す ものと思 う。

このよ うな菌数の消長 の差は,ツ 反 応の出現の遅速 お

よび臓器 の肉眼的所 見の異同とよ く一致 している.す な

わ ち,BCG群 では淋 巴腺腫脹や結節形成な ど甚だ軽微

で脾腫 も著明でなかつたが,OV2esお よびD三,で は接種

生菌単位数 がほぼ 三ん であ るにかかわ らず,3～5週 頃

著明な脾腫や結節形成を示 し,そ れ らの所見か らはかな

りVirulenceの 高い ものであるか の如き印象を与えて

いる。 しか しそれ以後,菌 数 の激減に伴 い,こ れらの臓

器所見 は急速に消槌 し,8～10週 を経過すればほとん ど

異常を認めえぬ程 度に達す るのであつて,こ の点は 甘
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接種群 の臓器所見 とは著 しく趣を異に してい る。 したが

つ てそ のVirulenceは,体 内に産生 された免疫力に よ

つて速かに菌消 失を来す程度 の,極 めて限定 された程度

のものといわ ざるをえない。

菌数消長曲線を比較 して興味あ る点は,実 験 正,皿 に

おいて,接 種生菌単位数の多少にかかわ らず,D、5お よ

びOV2gs共 に1週 目にかな り著 明に減少 し,そ れが3

週 に向つて再び急激に増加 してい ることである。実験1π

では1週 目の剖検 を行つていないので この点は不明であ

るが,恐 ら くは,定 着 した菌がその環境 に適応 し うる迄

のあ る期間死減する割合が相 当多かった ことを示す もの

ではあるまいか。inVitroに おける培養 の困難 さか ら,

そ のよ うな想橡も出来そ うであ る。また 実 験 皿におい

て,少 菌量の場合 に3週 に向つて大菌量群 よ りも急峻な

増加傾向を示 してい るが,こ の ことは,免 疫発生に対 し

てあ る一 定の菌数水準 に到達す る必要 のあることを示す

ものか もしれない。 しか しこの成績 のみか らは もちろん

速断す ることは出来 ない。

VoleBacillusの2株,OV2。5とDlsと の間 には,

臓器 の肉眼所見 および菌数の消長か ら見て,僅 か乍 ら差

異があ るように見 える。 しか しそれぞれの接 種生菌単位

数に も多少宛 の差があ り,か つ少 く共BCGやH,な ど,

それぞれ の株 との間に存す る程に顕著な差 異ではない の

で.本 質的な差異 と考える必要はなかろ うと思 う。

なお,inVitroでdysgonicな 発育を しか営みえない

にもかかわ らず,特 にov2。sがinVivoで は上述 の如

く急速 な分裂増殖を営みえた点は極めて興 味が深 く。培

養条件 の検討に示唆す るところが甚だ多い。

5結 論

VoleBacillusOV2csお よびD乙5のWrulenceをBCG

な らびにH2と 比較す る為 に,天 竺鼠静脈内に接種 し,

時 日を追 うて剖検,肉 眼所見な らびに臓 器内菌数 の消長

を追求 した。

BCG群 では肉眼的病変は極めて軽微であ るが,V◎le

Bacillus群 では接種後3～5週 に著明な脾腫,結 節形

成,淋 巴腺腫 脹等 を来 した。 しか しこれ らの所見 は8～

10週 後にはほ とんど消失 し,同 時期におけるH2群 とは

明かに相違 している。

臓器内菌数 は,BCG群 ではほ とん ど増加 を示 さず急

速 に減少す るが,VoleBacillus群 では2～3週 頃に頂

点を有す る著明な増殖を示 し,以 後急速 に減少 して8～

10週 にはほとんどかあ るいは全 く菌 を証 明し え な くな

る。 この点 はH2と 甚だ異な るところで,H2群 では こ

の時期 に至つ てもなお相当数の菌を含 んでいる。

以上 の成績か ら,VoleBacillusOV2。5お よびDisの

天竺鼠 に対す るVirulenceは,BCGよ りも明かに強い

が,H2よ りも明かに弱 く,あ る限定 された程度 のもの

であ るといい うると思 う。OV2esとDlsと の間には著

しい差異は認めえなかつた。

本実験の要 旨は第30回 日本結核病学会 において報告 し

たo

掴筆 に臨み御 校閲戴いた柳 沢部長 に深謝 する。
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