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Streptomycin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2報 Streptomycin依 存性菌逆変異株の菌力について

国立予防衛生研究所結核部(部 長 柳沢 謙〉

橋 本 達 一 郎

(受付 昭和29年11月10日)

Streptomycin(SM)を 増i殖に要求する結核菌が,SM

を必要としない菌に変異した場合,こ れに伴う菌力の変

化を調べることは,SM依 存性菌の無毒性がいかなる因

子によるかを明らかにするとともに,ひ ろく結核菌の菌

力に関する変異の動態について洞察することを可能にす

るであろうeDo乱neお よびBogent)はSM依 存性結核

菌から強毒の逆変異菌をえており,Bacon等z),Garber

等3)お よびFormal等4)の 実験によれば,S.typhosa

やKpneumoniaeか らのプリン要求性無毒株が,プ

リン要求性を喪失すると強毒に復帰する場合のあること

を示している点からみて,無 毒の依存性菌を生菌ワクチ

ン等に利用しようとする場合には,逆 変異菌の発生率と

その菌力が充分考慮されねばならない。

著者は前に5)SM依 存性結核菌18b株 の継代第4代

および第5代 から分離したSM感 受性の逆変異菌2株

が,て んじくねずみ皮下接種を行つた結果無毒であつた

ことから,18b株 の無毒化は必ずしもSM依 存性変異の

みによるものではなく,他 の菌力の因子の変異によるの

ではなかろうかと推測した。Bacon等2)は プ リン要求性

S.typh◎saに おいて,プ リン要求性を失つても菌力が

復帰 しない場合は,他 の菌力に関係ある因子による変異

のために無毒化が起つていると考えられる成績をえてお

り,又 一方,結 核菌群においては,SM要 求性変異とは

独立に弱毒又は無毒菌への自然解離が絶えず起つている

と考えられるからである。

しかし用いた逆変異菌は,単 一集落でなくて集落群で

あつた点と,結 核菌の菌力を皮下接種法だけで検討する

ことは不適当であるということが判明した6)の で,こ こ

に報告する実験では,以上の諸点に吟味を加えて,SMを

増魅 こ必要としない逆変異菌の菌力を詳細に検討した。

実 験 方 法

分離SM依 存性菌(18b株)を,SM100γ/ml又 は

200γ/ml含 有のKirc㎞mer寒 天培地に継代し・適当な

代数の培養から,そ の発育にSMを 必要としない 逆変

異菌株を分離した。その方法は蒸溜水で充分洗つたSM

依存性菌を10mg/mlの 蒸溜水浮游菌液にして・SMを

含まないKirch雛er寒 天平板に3μgず つ接種して,37。C

で培養 し,出 現 した多数の集落の中からatrandomに

集落をとりだし,そ のSM感 受性を調べたe

逆変異菌各株を分離後SMを 含まない小川培地に同一

条件で5代 継代し,こ れを凍結乾燥して予め生菌数を測

定しておき,既 知生菌数を含む各菌株の同ド菌液を用い

て,同 時に次の各経路により,て んじくねずみに接種し

菌力の検討を行つた。てんじくねずみはすべて体重350

～5009,Rδmer反 応陰性のものを用いた。

(1)皮 下接種法:て んじくねずみの右下腹部皮下に

1mgず つ 菌を接種し,8週 間放置して屠殺剖検 した。

剖検により各動物のリンパ腺および内臓の結核性病変を

観察し,そ の程度を下図のように記録するとともに,脾

の定量培養を行つてその10mg中 の生菌数を決定した。
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(2)静 脈内接種法:動 物を2群 にわけ,そ れぞれの

群に1mg又 は0・01mgの 菌 をO・4mlに 含ませて足静脈

内に注射した。注射後24時 間,2,4,8週 の各時期に

各実験群の動物を2匹 ずつ屠殺し,肉 眼的に臓器の結核

性病変を観察するとともに,脾 および肺の定量培養を行

つてその10mg中 の生菌数を決定 した。 なお1mg接

種群については2週 目の脾を組織学的に検査した。

(3)脳 内接種法:各 動物の大脳半球内に各 菌 株 の

O.1mg(O.1ml)ず つを注射 し,動 物の生存日数を測る

と同時に,後 肢マヒ出現状態および体重の増減をしらべ

た。動物が死亡 しない場合は3ヵ 月間飼育して観察 した。

各動物のツベルクリン・アレルギー測定は屠殺直前100

倍 ツベルクリンO・lml皮内注射24時 間後の反応によつた.

動物臓器の定量培養は次のように行つた、まず300mg

前 後の臓器片を無菌的に切 り出し,こ れを乳鉢でよくす

りつぶし,ユo/eNaOH溶 液を加えて100mg/m9の 臓器

乳剤とする。これを蒸溜水で10倍 段階稀釈して各段階

を小川培地2本 ずつに接種,37℃4週 間培養し,平 均

1GO以 下 の集落を生じた段階から算定して臓器10mg中

の生菌数を決定 した.
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実 験 成 績

SM依 存 菌18b株 の 逆変異 率:SM高 濃度含有

Kirchner寒 天培地 継代第11代 および第25代 の18b

からの逆変異率は,そ れぞれ1:4.8xIO6お よび1:4・3

x106で ほぼ等しい。 逆変異菌の集落はR型 で,も と

のH2株 又は ユ8b株 と形態学的にも発育速度について、

も殆んど変化はない。

逆変異菌のSM感 受性二 逆変異菌は常にSM100

γ/ml含 有培地には全く発育しないがSMを 含まない培

地 には小川培地でもKirc㎞er寒 天培地でも旺盛な発

育を行う。 しかしSM感 受性について,各 逆変異菌の

populationが 全 くもとのSM感 受性H,株 と同一で

あるとはいえない。それはSM200r/ml含 有培地培養

の継代第25代 の18b株 から逆変異菌集落25を 任意に

とり出し,各 株の10-`mgをSM含 有 量1,10,100

γノmlKirchner寒 天に接種して培養すると,い ずれの

培地にも全 く発育しないものが10集 落,1r/mlSM培 地

に発育をみるものが14集 落,さ らに10r/mlSM培 地 に

も僅かな発育を行つたものが1集 落であつたeい ずれ

の場合もSMを 含まない培地での発育が 最も旺盛であ

り,又100γ/mlSM培 地には発生集落を認めなかつた。

逆変異菌のてんじくねずみK対 する菌力:継 代第25

代の18b株 からの逆変異菌4c,5a,8c,9bお よび

1σcの5菌 株について3接 種経路から菌力をしらべた。

これら5株 のSM感 受牲は次のようである。8cお よ

び10cはSM1γ/meの 培地に発育せず,4cお よび

9bはSM1γ/mlで は発育は認められるが10r/mlで

は発育を阻止される。5aの みは10γ/mlSM培 地 にも

僅かな発育を示 した。

表1SM依 存菌逆変異各菌株をてんじくねずみ皮

下に ユmg接 種後8週 同の結核性病変

菌株 盤
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逆変異菌5株 の皮下接種法による菌力の強弱は表1に

示す。接種動物の一部に強い結核性病変をひきおこすこ

とのできた2菌 株の中,生 菌接種量の多い5aの 方が

4cよ りも強い結核性変化をおこしている。 他の3株 は

これにくらべて甚しく菌力が弱 く,脾 にわずかに結節を

つくる程度である。中でも10cは4cと 接種生菌数が

ほぼ同じであるにも拘らず,接 種動物の内臓にいかなる

結核性病変も生じなかつたeこ れら3株 は接種動物の脾

からの還元培養菌数からもその菌力の弱いことが認めら

れ,脾 に全く菌の侵入していない動物もあつた。ツベル

クリン ・アレルギーの惹起力は5株 ともその菌力とは関

係なく,い ずれも著しく強い。菌力の差の甚しい5aと

10cを 比較しても,8週 目におけるアレルギーの強度に

は殆んど差が認められなかつた。

静脈内に注射された菌の臓器における増殖力並びに病

変によつて5株 の菌力をみると,表2,3,4の ように

なる。結核菌の増殖環境 として好適な脾における初期の

(2週 迄の)増 殖力を比較すると,散 布菌数の少ないO・01

mg注 射群の方が1mg注 射 の場合よりも脾内増殖力の

強弱を明瞭にあらわしている。すなわち,4c,5aの2

株 は100倍 以上に増i殖し,他 の3株 はそれぞれに増殖

率が低下 している。殊に5aの1mgza種 群 は動物が次

第に衰弱して8週 迄生存することができなかつた。肉眼

的結核牲変化 も,5aが 最 も強 く4cが これについで強

い。

8c,9b,10cの3菌 株の中,O.01mgnt種 群 の脾に

おける増殖力では8cが 最も強く,9bは2週 で約50

表2SM一 依存菌逆変異各菌株の1・mgお よびO.01mg

を,て んじくねずみの静脈内注射後,脾10mgに

おける生菌数の消長

菌株Nα
および
1mg中 の

生 菌 数

静 脈 内
注射菌量

伽9)

静脈内注射後,各 時期における脾
10吻 中の生菌数*儲
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9b
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5β00

5,200
418 270

55

0.01 26
1,700

1,150 溜
321

10c

43.6×105

1 3,450
5,950

9,400
260

110 8
0.01 29 夏孚 ll8

13

107
*各 菌株の各菌量につき

,24時 間値は動物1匹 の値2週以後
の各数値は動物2匹 のそれぞれの測定値

一:測 定せず
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表3SM一 依存菌逆変異各菌株の1mgお よびO・01mg

を,て んじくねずみの静脈内注射後,肺10mgに

おける生菌数の消長

菌株No.
お よび

ユ観9中 の

庄 菌 数

静 脈 内
注射菌量
@9)

静脈内注射後,各 時期における
肺10犠 σ中の庄菌数*

聯 剛2到4司8週
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2
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41
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*各 菌株の各菌量につき,24時 間値は動物1匹 の値
2週 以後の各数値は動物2匹 のそれぞれの測定値
一 測定せず

表4SM依 存 菌逆 変 異株 を てん じ くね ず み に接 種 後,

0,2,4,8週 の 各 時 期 に お け る結 核性 病 変

O.01ra5葡 脈 宍 波 射.

o・24・8we.0248w.

賑鑛 縣鱒
燃鹸噸轟

週後には4cは100倍 以上に増殖 し,10cは 約2倍 の

増殖 しかない点からみれば,両 菌株の脾における増殖力

の差異は極めて顕著である。1mg接 種群の結核性病変

では,8eは4c,5aの2株 とほぼ同じく強い病変を

呈 し,9b,10cの2株 が惹超する病変とは顕著な差が

あるeし かし増殖力の最も弱い10cも 或程度の病変を

生じるが,そ れが時の経過とともに消失する傾向をみせ

ている。9bに も同様な傾向がみられるe

肺 では増殖力の比較は脾よりも不明瞭であるが,1飢9

接種群では2週 目に4c,5a,8cの3株 がいずれも増

加しているのに対し,9b,10cの2株 は減少 し,し か

も8週 迄持続的に菌数が減少 してゆき消失する傾向を

示している。

脳内接種法による菌力の比較は表5に 示す。生存日数

についてみると4c,5aは それぞれ 平均26日,22日

で動物を殺し強毒であるが,8cは 全部死亡させず,又

動物の生存日数も長 く個体差が大きい。9b,10cの2

株では接種後3ヵ 月間死亡動物を認めなかつた。しかし

10c接 種動物が殆んど無症状で生存 したのに対し,9b

接種動物はすべて後肢マヒを発現した。

生存 日数,体 重減少量から判定すれば脳内接種による

5株 の菌力の順位は5a>4c>8c>9b>10cと なる。

この順位は同じく臓器内増殖力を反映する静脈内接種法

による菌力の順位とほぼ一致する。 しか し,さ らに侵入

力の因子が加わる皮下接種法では,上 記2法 による菌力

の表示と平行しない点もある。

表5SM一 依存菌逆変異各菌株の0ユmgて ん じく

ねずみ脳内接種

020俄 尋8り鵬

懸羅 鰻 鑛 羅縣
㏄灘爆?わ縣 掛

ら8w.024e.W

照農
1・taSi静 脈 内 注 射

の ねゆ きは

賑 賑 麟鱒 死
航鰻 麟 蘇 憂

鹸顛麟鑛鹸鑛
強 縣9燃爆曝鰻

倍の増殖で これにつぎ,10cは 約2倍 の増殖で最も弱

い。殊に10cは4cと 注射生菌数がほぼ同一であ り,

従つて又脾10mg中 の24時 間値が殆んど等 しいが,2

動動物1匹 の平均値
A

菌株接種生菌数物
数

!＼

罐蝦i磐 募藷

4c 4a8×,104 3 一103(9)20・5

5a 14。6×105 4 一11017 .7

8c 73。Ox104 3 一328 .0

9b 68。6x104 4 +14529.0

10c 43.6×104 3 +180発 現 せ ず*
」一 一

各 動 物 の

生 存 日 数

20,25,32

19,19,20,30

31,77,S

S,S,S,S

S,S,S

S:3ヵ 月 間生 存
*3匹 中1匹 は42日 目 に発 現 し

,56日 目に消 失

5株 を1mg静 脈 内接種した各動物の2週 目の脾を組

織学的に検索すると,9bと10cの 接種動物の脾では

切片上に結核病巣がみつからない。

この脾は肉眼的にも所見がなかつた。しかし肉眼的に

著 しい病変を示していた他の3株 を接種した脾では,い

ずれも同様にリンパ炉胞を中心に少数の大きい類上皮細

胞結節・赤髄中には極めて小さいものが相当数にみられ

た。結節構成細胞はH2株 による普通の結核結節と変 り

はない。

又皮下接種後8週 目の剖検時に8c,9b,10c接 種動

23
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物の脾から還元培養 された動物通過菌の菌力を1mg皮

下接種法で全く同様にしらべてみると,い ずれも107以

上の生菌を接種 したにも拘らず,て んじくねずみに引き

起 された病変は軽度であつた。 殊に10cで は臓器に殆

んど病変が認められず,こ の菌株は動物通過によつても

菌力の上昇がないことを示した、

最後に上記5株 に加えて,同 じ第25代 の18bか ら

の逆変異菌20株 について脳内接種法のみで菌力をしら

べ,そ れとSM感 受性との 関連をみた 成績を綜合する

と,菌 力とSM感 受性度の間には何の関連も認められな

かつた。 響

総括お よび考察

SMを 高濃度に含む培地に長期間にわたつて継代され

た依存性結核菌から,そ の増殖にSMを 必要としない菌

を一定の率で分離することができたが,そ の大部分は低

濃度のSMで 既に増殖を抑制され,継 代培地のSM濃

度(100γ/ml)で は全く発育しない故に,明 らかに逆変

異菌であ り,変 異発生後まもなく,殆 んど増殖 しない状

態のままSMを 含まぬ培地によつて分離されたと考え

られる。従つて菌液をつ くる場合に機械的に菌塊を分離

させる方法を用いても,同一のcloneに 属するものが分

散する可能性は少ないと思われ,こ のことは結核菌群に

おける菌力に関する変異の瀕度を推定し,あ るpopulat・

ionの 菌力構成を考察する上に有利な点であると思う。

SM依 存性結核菌の逆変異菌として,Yegian等7),

Lenert等8)お よびVanderlinde等9)はSM耐 性菌を

えているが,こ の場合Hurwitz等to)の 指摘するよう

に,容 易にSM耐 性菌と移行 しあう 「不安定な依存性

菌」を対象として実験を行つた可能性が否定できない。

しか し牛場等n)はS・enteritidi9のSM依 存性菌から

の変異菌はSM耐 性であ り,一 定の率でSMの 有無に

関係なく生 じていることを報告 してお り,HerzbeT9等12)

はSM依 存性Brucellamelitensi9の 逆 変異菌100株

の中,98株 がSM感 受性で2株 のみがSM耐 性であ

つたとしていることから,依 存性菌からSM耐 性菌の

変異がおこることは確かであ り,SMを 必要としない変

異菌がすべてSM感 受性菌ではな く,こ の点逆変異と

いう言葉は妥当でないかもしれないO著 者の成績では,

10γ/mlのSM含 有培地に筐かな発育をする菌は25の

逆変異菌株中1株 にすぎなかつたが,高 濃度のSM培

地に発育する完全耐 生菌株は全くなかつた。このことは

SM依 存性から感受性への変異はSM耐 性とは無関係に

おこりうるし,そ の逆 も可能ではないかと考えしめるの

である。

皮下 ・静脈内 ・脳内の3経 路を経て行われた菌力テス

トの成績を綜合すると,任 意にとり出した逆変異菌5株

の菌力は,H,,H87Rv株 の水準にある強毒2株,中

等度S.株,弱 毒2株 である。菌力測定法の中・脳内接蓮

法は方法が比較的簡単な上に結果が明瞭に出る長所をも

つているが,こ の方法で同じ第25代 の18bか らの逆変

異菌株20株 の菌力をしらべた成績では・動物を殺さな

い弱毒株は5株 のみで,他 の15株 は接種動物の全部又

は一部を死亡せ しめた。従つてこのように菌力の強い逆

変異菌の比率が大きいことから,18b株 の無毒化は,もと

の強毒のH2株 がSM要 求性変異をおこしたためで,

他の菌力因子には変化がなかつたと考える方が合理的で

あろう。 これは一般細菌の無毒化 した栄養要求変異菌に

おいて,栄養要求の逆変異に菌力の復帰が伴 う場合には'

菌力の弱化は栄養要求変異のみに帰せられていること,

無毒の結核菌群では強毒菌への変異が高率におこること

はない等の諸点からも考えられる。 しかし18b株 では,

一般細菌の栄養要求変異菌と異な り,要 求する栄養素の

投与 によつても感染菌の菌力の強化がみられなかつたこ

とはHerzberg等 のSM依 存性Bruce1隔 菌 の場合と同

じく12),感 染細胞内にSMが 滲透しにくいためにエ3)M)

増殖 を維持できなかつたのではなかろうか。

又一方,こ の逆変異菌の菌力の分布が,長 年月比較的

菌力の安定している強毒結核菌のpopulationの 中でお

こつている菌力に関する変異の様態を示す もの であれ

ば,著 者等が行つたSM耐 性菌の 選択におけるH2菌

群の菌力の分析6)や,BOGやH87Raの よ うな無毒

菌,R1の よ うな強毒菌が自然解離によつて強毒菌から

常に生 じてレXると考えるSteenken等 よ5)ユ6)i7)の立場を1

支持するものであろう。

結核菌の菌力の弱化,感 染発症力の喪失がすべて栄養

要求変異のためであるとは考えられないが♪これらの変

異やその逆変異を利用して無毒結核菌を分離 し,生 菌ワ

クチンとしての可能性を検討することもできる。この実

験でえられた10c株 は 逆変異を利用 してえられた特殊

な栄養要求をもたない結核菌で,そ の菌力は臓器内の増

殖力,侵 入力の点ではほぼBCGの 水準にあると考えら

れるが,な お菌力の安定牲については充分な検討を要す

るであろう、

結 論

SM依 存性結核菌18b株 か ら,増i殖 にSMを 必要と

せず,し かも低濃度のSMの 存在で発育を阻止される

逆変異菌を一定の率(約2:107)で 分離することができ

た。分離変異菌のてんじくねずみに対する菌力の強さ;こ

は強毒から無毒のもの迄,種 湊の程度のものがあ り,そ

の菌のSM感 受性との間には関連がなかつだ。逆変異

菌における強毒菌の比率が高いことから,SM依 存性

18b株 の無毒化はSM依 存性変異のみによるものであ

り,菌 を貧喰 した細胞内にSMが 滲透 しにくいために,

SMが 極めて大量投与 されぬ限 り,菌 力を発揮しえない
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ものと考えられる。又逆変異菌の菌力の分布から,強 い

菌力を示すH2株 の菌群においても,常 に弱毒及び無毒

の菌力変異株が発生しており,強 毒変異菌との均衡が結

核菌群の表現する菌力の強さを決定するものと考えられ

る。

終に柳沢部長の御指導,室 橋博士の御校閲に感謝す

るり組織学的検索については病理部江頭部長の御教示

に,脳 内接種には高橋宏庇の御援助に深謝する。
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