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イ ソニ コチ ン酸 ヒ ドラ ジツ ト耐性 結 核 菌 の

ハ ツ カ ネ ズ ミに対 す る菌 力 につ い て

国立予防衛生研究所結核部部長 柳 沢 謙

佐 藤 直 行

(受付 昭和30年3月14日)

イソニコチン酸ヒドラジッド(INH)耐 性結核菌の菌

力には,宿 主として用いられる実験動物によつて異なる

副面が与えられている。すなわちテンジクネズミに対し

ては,皮下感染法によつて親株である感性菌に比較して,

をの菌力は減弱しているとみられる三)亀勘。 これに反し

て,ハツカネズ ミに対しては,静 脈感染の場合にはINH

惑性菌とほぼ等 しい菌力を示すという報告や9)`'ptM),ハツ

カネズミを倒すことはできても,そ の菌力はINH感 性

笥より相当弱いという報告8)な どもあり,必 ずしも一致

していない。

一般にハツカネズミに対 しては大量感染を行い,宿 主

わ死亡もしくは肉眼的所見で菌力を批判 しようとするた

わに・真の菌力がおおわれてしまつて・その菌力は感性

畜と等しいと判定されているのかもしれない。

ハツカネズミ体内臓器中の生菌数の消長を,結 核菌の

穿裂増殖 と体内生存という二因子から分析して,最 近

,ierceら は12),結 核菌の有毒弱毒,無 毒 という菌力と

ヘツカネズミ体内生菌数の動態とは相併行することを述

くている。

またMackanessら はva),接 種後1週 間の臓器内結

亥菌の増殖率の差が実験室保存の結核菌株の菌力と併行

動るとしている。しかしこの2つ の報告を比較すると菌

りの強弱の評価になお 不一致の点がみられる。 と くに

⊃ierceらが
,臓 器内で分裂増殖することなく生存する

Dみであるとした無毒結核菌 ・H舘Ra株 については,

緒 はそのしからざる例としての1反 証を示 してお い

vK)㌧ ◎ 亭 ㌧

しかしながら,あ る結核菌肉株の菌力を,宿 主寄生関

続 規定すれば,菌 力の強弱は宿主の死亡 日数の長短に

ミ映されるであろうし,ま た臓器内生菌数の動態にも反

臆 れると考えられる。現在わが国では宿主として感受

整の強いハツカネズミが得られぬので,宿 主の死亡を目

畏とする研究には大きな障害となつている。したがつて

'ツカネズ㍉を宿主として結核菌の菌力を分析するため

=は,い きおい宿主体内の臓器中における生菌数の動態

ピ追跡することから始めざるをえないのである。

本実験ではINH耐 性菌の菌力を位置づけるために,

i毒人型結核菌H37Rv株 と無毒結核菌H37Ra株

とを対照として,ハ ツカネズミの臓器内における生菌数

の動態を追求して,こ れら菌株の菌力を比較分析したの

で,そ の結果を報告しようと思う。

実 験 方 法

L1実 験 群 に使 用 した ハ ツカ ネ ズ ミは 体 重20g前

後 の 白色 均 一 系 の 同 じ系 統 の もの で あ る。 しか し実験 中

必 ず しも同 一 系 統 の もの の み を使 うこ とは で き ず,3系

統 の ネ ズ ミを 用 いた 。

2.使 用 菌 株:

H37Rv株1951年MayoFoundationのKa・

rlson,んG.よ り分 与 され た 。

H37Ra株1952年TrudeauLab◎ratoryのSteen。

ken,W.Jr.よ り分 与 され た 。

H37RvINH耐 性 株:in▽itroで1%KH,POs

培 地上 で分 離 した もの,異 な つ た2菌 株 を用 い た。

0.05γ!cclNH耐 性 株:INH投 与 開 始 後22週 時

(No.29株)

に0.05γ/ccの1%KH2PO4培 地 上 で 分 離 した

も の15)。

10γ/ceINH耐 性 株:INH投 与 開 始 後14週 時 に

(No.31株)

5γ/ecの1%KH2PO4培 地 上 で 分 離 した も のi5)。

これ ら菌 株 の うちH37Ra株 の凍 結 乾 燥 菌 を 除 い て,

他 はす べ て1%KH声04培 地 上 の2週 前 後 の培 養 菌 か

表1実 験 群 別 の 大 要
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ら蒸溜水浮遊液をつくり,そ のO.2ccず つをハツカネ

ズミの尾静脈から注射した。 】玉H耐 性菌の耐性度は,

10--5,10-6mg培 養によつて完全耐性度を決定した。

実験群を接種した菌株,ハ ツカネズ ミの系統,接 種菌

量,接 種生菌単位数からみると表1の ようになる。

3.培 養方法:原 則として静脈接種後1日,1週,2

週,4遮6週,8週 後に各群2匹 ずつを殺して剖検し,

肉眼的に病変の有無を調べた後,肺 肝脾の3臓 器を培養

して生菌数を測定した。肺と脾は全臓器培養を行い,肝

のみは200mg前 後をとつて培養した。 すなわち1%

NaOH溶 液で100mg/ccの 臓器乳剤をつ くり,蒸 溜水

で10倍 段階稀釈法によつて1mg/ceま で稀釈し,各

稀釈段階のすくなくとも2段 階を0・1ec.ず つ3本 の

1%KH2PO4培 地 に流した。

なお]〔NH耐 性菌を接種した群では,]〔NH含 有培地

にも流 して分離生菌のINH耐 性度も検査 した。37℃

培養4週 後に数えられる集落数に基いて,臓 器10mg

中の生菌数を決定し,こ れから全臓器中の生菌数を算出

して2匹 の平均値を図に示した。

実 験 成 績

患 者か ら分 離 した 】=NHO・05γ/ccの 耐 性 菌(N(〉 ■29

株)と,H37Rv株,H37Ra株 とを そ れ ぞれ104◎rder

の 菌 数 を 静 脈 内 に注 射 した ときの,肺 肝脾 全 臓 器 中 の生

図1患 者 よ り分 離 したINHO.05γ ノce耐 性 菌』株 を

接 種 した ハ ツ カネ ズ ミの臓 器 内生 菌 数 の動 態
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以下た ・し書 きない限 り,上 の記号で全臓内生

菌数を示 している.

図2有 毒人型緒核菌H37Rv株 を接種した'・ッ

カネズ ミの臓器内生菌数の動態
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図3無 毒人型結核菌H37Ra株 を接種したハツ

カネズミの臓器内生菌数の動態
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菌数の動態に,図1,2,3に 示す通 りである。接種後

1日 目に臓器中に証明される菌数(以 下定着菌数と表現

する)は,肝 脾肺の順にす くなくなつている。単位重量

10mg中 の定箔菌数の差は,肝 と脾 とではそれほど大き

くないが,全 重量に換算すると1grderの 差が生じてい

る。この定着菌数の臓器内の差は他の7実 験群にも共通

した現象である。

N()-29株 とH37R▼ 株 について臓器内生菌数の動

態をみると・肝脾ともに2週 後に生菌数の一源 点がありt

4週 後から減少の経過を示している。肺では2週 後まで

に脾内における増加率とほぼ等しい菌数の増抑 がみら

れ・さらにNo・29株 では4週 後まで肺内菌数の増加を

みとめ;両 株ともに4週 後には脾内生菌数より多くなり,

__.34一
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肺脾内生菌数の逆転が起つている。

1日 後の臓器内定着菌数がNo・29株 ではH37Rv

株よりすくないことも考えねばならぬが・分裂増殖の程

度を比較すると,前 者 が後者より約10rder高 い値を示

している。

図4工NH耐 性H37Rv株 を接種 したハツカネ

ズミの臓器内生菌数の動態
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注 肝のみ10mg中 の生菌数を100倍 して示して

ある(破 線)。

H37Ra株 では,脾 内生菌数は2週 後には定着菌数よ

・り1◎rderの 増加があり,4週 後にもほぼ等しい菌数を

保持しているカ㍉ その後は碑少している。.肝 内生曹数は

2週 後まで大きな変動がなく,4週 以後は減少の傾向の

みをみとめた。肺では菌豫ρ塔加が徐々におこり,肺 脾

di内生葺数に逆転が起るのは6渾 以後からとみられる。

図61NH耐 性菌 くH37Ry株)を 接種したハツ

カネズミの臓器内生菌数の動態

感染テンジクネズミの局所より分離した菌の場合

1♂

　

こ
　

リ

ヨ

ヨ

ッノ

ノ

ン
ノ

全
窩
器
内
の
生
菌
数
丁

ノθ/3、 ダ ク9週 ℃

経 過 週8-一 →

注 図6,7と もに 実線 はO.002mg

接種 群,破 線 はO・OOO2mg接 種 群 の 成 績 を示 す 。

っぎにH37RvINH耐 性株とH37Ra株 の動態を

比較してみると,図4,5の よ うになる。

H37RvRINH株 では脾内生菌数は2週 後に頂点が

あり,定 着菌数の20rder近 い増加を示すが以後減少し

ている。肺では2週 後まで菌数の増加がなく,4週 後か

図5無 毒人型菌H37Ra株 を接種 したハツカネ

ズミの臓器内生菌数の動態 ご一
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注 肝のみiOmg中 の生菌数を100倍 して示して

ある(破 線)。

ら徐kに 増加 して10週 後に脾内生菌数より多くなつて

いる、 肝内生菌数は10mg単 位 について10週 後まで

全 く増減なく持続している。

これに対 してH37Ra株 では図3の 動態を再現して

いるといい うるが,脾 内生菌数のみは4週 後に頂点を示

している点が相違する。

図71NH耐 性菌(H37R▽ 株)を 接種 したハツ

カネズミの臓器内生菌数の動態

感染テンジクネズミの脾内より分離し丸菌の場合
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これは1日 後の定着菌数が,図3の 場合にくらべて一

層す くないことになると考えねばならぬであろう。

次にH37RvINH耐 性株を テンジクネズミに皮下

接種して7週 後に殺して剖検し,接 種局所の膿瘍と脾内

からそれぞれ分離 した菌株をO.OO2mg,0.0002mgず

っ4群 のハツカネズミに接種した。 その成績は図6,7

に示 した。

これから脾内生菌数は,9週 後にはO.OO2mg接 種群

とO・OOO2mg'接 種群とでは大きな差がない。.

また肺内生菌数は,O.002mg接 種群では7週 以後に

脾内のそれより多 くなつているが,O.OOO2mg接 種群で

は9週 後まで脾内生菌数よりすくなかつた。すなわち接

種量をかえても,テ ンジクネズミの局所分離菌と脾内分

離菌とは,ハ ツカネズミの肺脾内生菌数の動態において

ほとんど等 しいとみなすことができ,そ の菌力には差が

ないと考えてよいと思 う。

患者から分離したINHユ0γ ノceの耐性菌(N(N31株)

の成績は図8に 示した。

図8患 者より分離したINH10γ1ee耐 牲 菌を接

種したハツカネズミの臓器内生菌数の動態
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注 肝のみ10mg中 の生菌数を100倍 して示 して

ある(破 線〉。

脾内生菌薮は,2週 後には定着菌数の約3◎rderの 増

加を示して頂点となつているが,4週 以後は急激に減少

している。肝では2週 後まで菌を証明しえたけれども,

その後時3回 とも組織10mg中 に菌を証明することが

できなかつた。肺内生菌数は,2週 後には定着菌数より

約20rder高 くなつているが,4,6週 後 にも変動がな

く弘8週 後にはさらに1◎rderの 増加があつて,脾 内の

それより20rder多 くなつている。

以上図に示したところからN(〉-29株 と'H37Rv株

の場合を除いてその他の菌株では,接 種1日 後の定着菌

数と1週 後の臓器内生菌数との間には著しい増加がない

といえる。

また肉眼的に結核性病変と判定される所見はNo.29

株接種群で,4,8週 時 に肺にみられ,H37R▼ 株接種

群でも4週 以後の剖検毎に肺にみとめられた。しかし

H37Ra株 とINH耐 性菌感性群では肉眼的になんら

の所見もみることができなかつた。

考 察

ハツカネズミの実験的結核症では,そ の死亡を目標と

する場合比較的大量の結核菌す くなくとも0・1mg以 上

を接種するのが通例である。

しかし臓器内生菌数の動態を知るためには,方 法論的

にO.01A-O.OOlmgの 中等量の結核菌を接種するのが妥

当であると思う。 これよりさらに少量の接種では,ユ 日

後の臓器内定着菌数が証明できない場合 もあるので,本

実験では104～103の 生菌単位がはいるように接種を行

つた。実験成績に示したように,同 一菌株を接種した場

合でも,接 種生菌数に差があると1日 後の臓器内定着菌

数にも差が現われ,し かもその差がそれ以後の臓器内生

菌数の動態に大きな影響を及ぼし,動 態曲線の修飾を起

している。また一方肺,肝,脾 内生菌数の動態曲線をみ

ると,臓 器を異にするにしたがつてそれぞれ異なつた曲

線を示し,定 着後の菌の分裂増殖の速度が臓器によつて

異なることがわかる.そ れゆえ単一臓器内の菌の動態か

ら分裂増殖の程度を計り,こ れと菌力の程度を関係ずけ

るのも一方法であるが,2臓 器以上の動態の相互関係をみ'

ることも正当な評価をするために必要であると考えた。

ところで有毒結核菌について,ハ ツカネズミ体内臓器

中の生菌数の動態をみている報告は多いが16)-18),無 毒

ないし弱毒結核菌についての報告はす くない。特に無毒

結核菌H37Ra株 の動態は,実 験成績に示す通りその

特異性を再現しえたので,Pierce12)ら ののべている菌

力分類の根拠はそのままみとめるわけにはいかない。ま

たMackane8s13)ら のいうように,接 種後1週 間内の菌

数の増加率も大きくない。ここで考察すべきことは実験

に使用した宿主の差であ り,H37Ra株 それ自体の問

題である。本菌株はテンジクネズ ミの脾内でも菌数の増

加があるとみ とめられているが,接 種後8週 では組織

10mg中 に ユ～0と 減少しているig)。また本実験中には・

1%KH2PO4培 地上のその特異な集落を 目標として生

菌数をみたので,そ の純度については問題外と確信する・

したがつて,テ ンジクネズミに対して皮下接種によつ

て弱毒菌である,】=NH耐 性菌のハツカネズミに対する

菌力の評価は,H37Rv株 とH37Ra株 のいずれに近

いかとい うことになると思う。これを分析するためには・

宿主体における生菌の持続時間と結核性病変の有無とい

うことも,も ちろん結核菌株の菌力の判定には必要な因

36-一 一
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子である。

しかし静脈接種後8週 までの動態から判定せんとし,

弱毒菌を主としたために標準菌株の示した生菌数の動態

を基礎として,肺,脾 内単独臓器中の生菌数の動態と,

両者の相互関係特に肺脾内生菌数の逆転期とを菌力判定

の基準として,菌 力の強弱を考察 してみようと思 う。

ハツカネズミ体内に入れられた有毒結核菌は,脾 内で

は接種後2週 でユ日後の定着菌数の20rder以 上の増加

を示し,1頂 点をなしている。肺内でも早期から強 く増

殖するため4週 後には脾内生菌数より多くなつている。

この生菌数の動態は,こ の研究分野において多 くの報

告が一一致している16)一■-18)。

これに対して,無 毒菌H37Ra株 では2～4週 後に

脾内生菌数の頂点があるが,そ の期間中には10rder前

後の増加しかない。肺内での増殖も有毒菌のそれに比べ

て,時 期がおくれかつ緩除であるeそ のために接種6週

以後になつて脾内生菌数より多 くなつている.

これら2菌 株の体内に お け る動 態 か らNo.29の

0.05r/ccの 】=NH耐 性菌は,有 毒菌 として至当な生菌

数の動態を示してお り,H37Rv株 に 比較してより強

い菌力を持つとしてよいであろう。 この事実はテンジク

ネズミに対する菌力の評価とも一致している。

またH37Rv株 のrNH耐 性菌は,肺 脾内生菌数の

動態特にその逆転期のおそいことからすると,H37Ra

株の動態に近い。しかし同時実験の成績からすると,脾

内生菌数の増加率は2週 後でH37Ra株 よ り商くなつ

ている。

N()■31株 の場合には,1日 後の定着菌数を度外視す

れば2週 後までに著明な増加率を示している。 したがつ

て脾内生菌数の動態だけを比較すれば,]NH耐 性菌特

にN()■31株 は,H37Ra株 より強い菌力を持つもの

とみなされるであろう。

さらにNo.31株 の1日 後の臓器中の定着菌数は図

6～7のO・OOO2mg接 種群のそれとほぼ等しいが,こ の

場合には肺脾内生菌数の逆転が6週 以後に起つてお り弱

毒菌と評価すべきであろう。

H37Ra株 を微量接種した場合の観察がないため,図

6～7に 示した脾内生菌数が 肺内のそれより多いという

現象は吟味の材料に乏しいが,Pierce12)ら は微量接種

したBCGの 場合に同様の所見をみている。

また実験室保存菌株としての有毒菌H37Rv株 と無

毒菌H37Ra株 の間には,種 丸の菌力の段階があるわ

けであるが,そ の比較研究を試みていないためここでは

考察できない。

Piereeら の報告に基いて,H37Ra株 とINH耐 性

菌のハツカネズミ体内の生菌数の動態を比較しようとし

た本実験の成績は,前 述の通りである。その結果から,

強いていえばINH耐 性菌は弱毒菌といいえようが,そ

の程度はH37Ra株 を もつて代表される菌力の段階よ

り強く,有 毒菌H37Rv株 をもつて代表される菌力よ

りは相当弱いといいうるであろう.

最近1痴ddlebrook幼 ・2z)らは,INH耐 性菌はCata-

lasetestの 陽性,陰 性とテンジクネズ ミに対する菌力

の強弱とは相併行するとしている。

しかしH37Ra株 とBOGがCatalasetegt陽 性で

あることを考えるとig),INH耐 性菌とこれら弱毒,無毒

・菌株との菌力弱化の機序が同じであるとは思われない.

さらにCatalasetegt陰 性 のINH耐 性菌に対 して

ハツカネズミは感受性があり,宿 主が倒れるという事実

は宿主が感作されぬからであると彼は述べている。感作

されぬということを免疫体の形成がない現象と解釈 して

いるようである。しかしハツカネズミでも免疫実験は可

能であり鋤・幻),結核菌を接種してもやがて細菌の破壊現

象はみとめられるのであるから,広 義の免疫という現象

はあるものと考えられるのである。Morse9)ら はINH

耐性菌を0.5mg接 種 したとき肺の所見は 】=NH感 性菌

と等 しく,0.2mg接 種 したときは感性菌と差のあるこ

とをみている。この成績は,大 量接種によつて1NH耐

性菌の真の菌力がおおわれてしもうことのある可能性を

示唆するものと思う。

これまでINH耐 性菌の菌力は,有 毒菌との対比にお

いて検討されて来たが,大 量の 工NH耐 性菌とH37Ra

株を感受性の高いハツカネズミに接種した場合,い かな

る現象がみられるか興味ふかい点であろう。

また肉眼的に肺に病変がみられぬにもかかわらず,接

種後相当長期間H37Ra株 が一定菌数を保持している

ことは組織学的にも検討しなければならない。

結 論

実験室保存菌株である有毒結核菌H37Rv株 と,無

毒結核菌H37Ra株 を,ハ ツカネズミに一定菌数静脈

接種して臓器内生菌数の動態を追跡し,そ の動態曲線を

基準にして 】〔NH耐 性菌の動態を比較 しその菌力の評価

を試みた。

有毒菌H37Rマ 株の臓器内生菌数の動態については,

すでに報告されている現象を認めた。

しかし無毒菌H37Ra株 については,肺 脾では軽度

の菌数の増加があるけれども,肺 内での増加は脾よりお

くれて起 り,肺 脾内生菌数の逆転は接種6週 以後に起る

ことをみとめた。

この2つ の菌株の生菌数の動態と比較 して,患 者から

分離したO.05γ/ceのINH耐 性菌は有毒菌であつて,

む しろH37Rv株 の菌力より強いと評価した。

またinvitroで 分離した10γ/coのINH耐 性菌と

患者から分難した10γ/ccのINH耐 性菌は,弱 毒菌で

あるがH37Ra株 よ りは脾内における増殖率が大きく,

一 一s7
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それらの菌力も少しく強いと評価した。、

皮下感染 したテンジクネズミの局所膿瘍と脾内から分

離した 】=NH耐 性菌の間には,臓 器内生菌数の動態にも

差がなく,ほ ぼひとしい弱毒菌とみ とめられた。

柳沢部長の御校閲を深謝する。岡本箆広君の実験上

の助力に感謝する。
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