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ハ ツカネ ズ ミ全 身homogenize法 に よ る結 核 菌菌 力 に関す る研 究

第2報 結核菌のハ ツカネズ ミに対す る病原性にお よぼす

感染経路 の影響について

国立療養所 刀根山病院(院 長 渡辺三郎)

加 藤 允 彦・三 木 勝 治・松 永 清 輝

(受付 昭和30年12月26日)

病原微生物 の菌力 を測定す るこ とを 目的 と して実験動

物に感染症 を成立 させる場合 に,特 定 の経路 を介 して微

生物を宿主体内に導入する ことが,そ の病原性 の発揮 に

極 めて重要な意味を もつ ことは古 くか らみ とめられた事

実 であつた。Dubos1)は そ の著書"The Bacterial Cell"

の中で,適 当 な感染経路を とる場合には宿主 に対 して高

度 の病原性 を発揮す る種 々の病原菌が,他 の経路か ら宿

主体 内に導入 され る場合にほ とん ど本来の病 原菌 として

の態度 を示 さない多 くの実例 を引用 している。 これ らの

事 実は,病 原微生物 の菌力 を左右す るひ とつのfactor

として常に感染経 路を考慮 しなければならない ことを示

峻 す るのであ る。

この場合,あ る侵 入門戸 によれ ば重篤 な感染症 を惹起

し うる病原菌 が,何 故に他 の経 路に よつては感染症 を成

立 させ えないか とい うことが明かに されたな らば,そ の

病原菌 のもつ病原性 の特異性,い いかえれば一連 の宿主

寄生体関係 の総和 としての菌力のその病原菌 に特異な一

面 を明かにす るこ ともできるであ ろ う。

ハ ッカネズ ミの 実験 的結 核 感 染 に お いて は,静 脈

内2～11),脳 内8,11)経気 道12)感染 い この動物 を結核罹患に

導 く確実な経路 と して用 い られ ている。 そ して最近,

Pierceら11)は 一定生菌 単位数の結核菌 をハ ツカネズ ミ

の体 内に導入す る場合に,脳 内 または静脈 内菌接種 は多

数 の菌 の臓器へ の分布お よび旺盛 な臓器内菌増殖 とそれ

につづ く著 明な臓 器病変 の設定,さ らに宿主の結核死を

惹起 す るけれ ども,腹 腔 内や,こ とに皮下に菌を接種 し

た場合には臓器か ら培養 される菌数 は少 くしか も著 しく

不定であ り,確 実な結核罹患を成立 させえない とのべ て

いる。

しか しない らこのよ うに感染経路 の相異に よつて結核

罹 患の推移 が異 るのは どのよ うな機転に よるのか とい う

点 は未だ充分に解 明 されている とはいいがたい。

た とえ ば皮下感染 の場合には,結核菌 の宿主へ の侵襲,

すなわ ち宿主組織 内にお ける増殖が抑制 され,感 染菌数

の大部分 が皮 下 リンパ系 の組織に よつて速かに殺滅 ある

いは排除 され る結果,生 残す る一部の菌が臓器 に分布 し

て小菌数 感染 と同様 の結果 を来 すのか,そ れ とも一旦宿

主への侵襲は成 立 して も,そ れ以後 に宿主側 の抗菌機作

が静脈内感染 に くらべて よ り強 く発現 するために,感 染

症の進展が停止す るのか明かに されていない。

著者 らが先に発表 したハ ツカネズ ミ全身homogenize

法13)によると感染全菌数 の動 向を感染経路 の如何にかか

わらず追求す るこ とが できるので,本 実験においては異

なつたい くつ かの経 路に よつてハ ツカネズ ミ体 内に注入

した同一結核菌群の全菌数 の消長 を実 験的 に追求 し,宿

主体内におけ る結核菌増殖 と結核症 の進展 との関連につ

い て以下の よ うな考 察を こころみた。

実 献

材 料

1.動 物

実験動物 は体重15g前 後,生 後6週 の雄 性ハ ツカネ

ズ ミを用 い,実 験1に はNa-8系(大 阪純 系試験動物研

究所),実 験2に はSM系(中 央実験動物研究所)を 用

いた。実験期間中の飼育 は固型飼料(Oriental Pellet

 Diet MC5)と キヤベツによ り,飼 育室温度は15℃ 前

後 に保つた。

2。 菌 株

H37Rv株:1954年 に国立予防 衛生研究所結核部か ら

分与を うけた菌 株を実 験室 において4週 ごとに1%KH2

PO4小 川培地 に継代 し,頻 回ハ ツカズネ ミを通過 させた

もので,実 験にはSauton培 地 に10日 前 後培養 した菌

を使用 した。

H37Ra株:1954年 に国立 予防衛生研 究所結核部 か ら

分与を うけ,同 様 に4週 ごとに1%KH2PO4小 川 培地

に継代 した もので,実 験 には同 じ くSauton培 地 に10

日前後 培養 した菌 を用 いた。
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3.感 染菌液の調製

Sauton培 地培養菌膜を滅菌濾 紙上 に集菌 し,充 分に

滅菌蒸溜水 で洗滌 したのち,beads flask法 に よつて湿

菌量20mg/mlの 菌液を作 り,この ものを2500r.p.m.

で20分 間遠心沈澱 してその上清 を0.32mlず つ接種 し

た。感染時に菌液の染色標本 を作 つて菌分散 の状態を検

鏡 し,ま た103倍 か ら107倍 までの稀釈菌液を1%

KH2PO4小 川培地 に播いて,適 当な稀釈段階 にお ける集

落計算か ら接種生菌単位数 を求めた。

4.培 養材料 の調製

ハ ツカネズ ミの全身組織お よび臓 器を と りのぞいた残

りの組織は第1報13)に 記載 した全身homogenize法 に

よつた。臓器は全臓器 をglass homogenizer中 で磨砕 し

1%NaOHを 加 えて全量5mlと して,こ れか ら滅菌蒸

溜水 に よる階段稀釈液を作つて1%KH2PO4小 川培地 に

接種 した。集落計算 はすべて37℃ で4週 間培養 した の

ち,10個 ない し100個 の集落が数え られ る稀釈段 階につ

いてお こない,全 身お よび各臓器中の生菌 単位数 を算定

している｡

実 験I

Na-8系 ハ ツカ ネ ズ ミを60匹 ず つ のH37Rv感 染 群

お よ びH37Ra感 染 群 に分 け,両 群 と も20匹 は静 脈 内,

20匹 は 腹 腔 内,の こ りの20匹 は皮 下 に菌 を接 種 した 。

接 種 菌 液 はH37Rv株 のSauton9日 培養,お よびH37Ra

株 のSauton11日 培 養 か ら調 製 した もの で,表1に 示

す よ うに い ずれ も90%前 後 単 個 菌 か らな つ て い る。接

種 生 菌 単 位数 はH37Rv:L22×107,H37Ra:2.10×106

であ つ た 。 感染 直後,24時 間後,お よ び1,2,3,4,6

週 後 に2匹 ず つ と り出 して臓 器 病 変 を 剖 検 した の ち,全

身homogenize法 に よ り感 染 全 菌 数 の消 長 を 追 求 した 。

表1接 種菌液(20mg/ml菌 液 の2500rpm20

分遠沈上清)の 生菌単位 と菌液 の分散状態

1菌 単位 中の菌数

＊実験1で は500単 位
,実 験2で は1000単 位 を

数 えて求めた%値 をあ らわす

成 績

1.結 核 病変の推移

H37Rv静 脈内接種 ハ ツカネズ ミでは,感 染2～3週 後

か ら高度の脾腫 と多数 の肺結節形成がみ とめ られ,感 染

1週 後に1匹,3～5週 後 に4匹 い死亡,6週 後に残 つた

3匹 の平均体重 は119(感 染時平均 よ り4g減 少)で

あつ た。腹腔内接 種ハ ツカネズ ミでは3週 後か ら脾腫 は

静脈内接種ハ ッカネズ ミと同様 に現われ るが,肺 の結節

形成は4～6週 後 に軽度 にみ とめ られ るに過 ぎない。 ま

た実験期 間中死亡 する ものはな く6週 後 の 平 均 体重 は

17.2g(感 染時平均 よ り2.7g増 加)で あつ た。 ところ

が皮 下接種 ハ ツカネズ ミでは6週 後 まで脾腫,肺 結節 い

ずれ も陰性 であ り,死 亡動物 もな く6週 後 の平均 体重 は

20.5g.で あつた。

この よ うに結核罹患 は静脈内接種の場 合には顕著 であ

るい腹腔 内,皮 下の順 に軽度 とな り.こ とに皮 下接種 の

場合 には臓器病変 の上か ら見 ると全 く流産 的感染(abor-

tive infection)に 終つ ている。

一方H37Ra接 種 ハ ツカネズ ミではいず れ の感染経路

の場合 も死亡す るものな く,6週 後の平均体重 は静脈 内;

21.2g,腹 腔 内;21.0g,皮 下;23.529で あつて感染 時

の平均体重 に くらべて6～8gの 増加を示 した。 また感

染6週 後 まで脾,肺 に肉眼的 に何 らの病変 もみ とめなか

つ た。

2.全 身生菌単位 数の消長

感染菌株 お よび感染経路 による全身生菌 単位数推移の

差異は図1に 示 した。

図1H37Rv株 お よびH37Ra株 のNa-8系

ハ ツ カ ネズ ミ全 身 中 にお け る生菌 単 位

数 の消 長

まずH37Rv接 種 ハ ツカネズ ミでは3感 染 経路 を介 し

てそれ ぞれ宿主体内 に分布 した感染菌 群の動向の間に感

染3週 後 までは大差がみ とめ られない。3週 以後 も静脈

内お よび腹腔 内接種ハ ツカネズ ミでは同様 に経過 して6

週後 に到達す る菌数水準はほぼひ としい。 ところが皮下

接種 ハツカネズ ミでは3週 後 を境 として急激 な菌数減少

がお こ り,6週 後に は接 種 生菌単位数 の1/100以 下に宿

主体 内菌数水準が低下す るのであ る。

H37Ra接 種 ハツカネズ ミでは3感 染 経路 に よる全身生
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菌単位数推移の差異はみ とめ られないで,い ずれ の場合

に もゆるやか な菌数減少を示 し,6週 後 にはほぼ同一の

菌数水準(接 種時 の1/100)に 低下 してい る。

実 験2

実 験1に おいては,ハ ツカネズ ミに対す る病原性菌株

H37Rv株 も,皮 下経路を 介 して宿主体 内に注入 された

場合 には,非 病原性菌株 であ るH37Ra株 と同様 にハツ

カネズ ミを結核に罹患 させえない ことが示 され た。 この

現象 をさらに宿主体内菌 分布 の面 から解析 するために次

の実験 をお こなつ た｡

感染 ハツカネズ ミの肺か ら小川培地 に分離 し,Sauton-

potaね 培地 に15日 間培養 したH37Rv株 の 遠 沈上清

菌液 を,そ れ ぞれ30匹 か らな る2群 のSM系 ハ ツカ

ネズ ミに,1群 は静脈 内に,他 の1群 は皮下を介 して核

種 した。接 種菌液は実験1と 同様90%が 単個菌 か らな

り(表1),接 種生菌単位数 は1.41x106で あつた。感染

直後か ら6週 後にわたつて両群か らそれ ぞれ4匹 ずつの

動物を と り出 して2匹 は全身 をhomogenizeし て培養

し,の こ りの2匹 は肺,脾,肝 の3臓 器お よびこれ らの臓

器 を とりのぞいた残 りの全組織 をそれ ぞれ培養 して,お

のお のの部分にお ける菌数推移 を別 々に測定 した。

成 績

1.結 核病 変の推移

図2に 示 した よ うに,静 脈 内核種 ハツカネズ ミにおい

ては脾腫,肺 結節 の形成が顕著 であるのに くらべて,皮

下核種ハ ツカネズ ミでは これ らの病変が全 くみ とめ られ

ず実験1の 結果 とよ く一致 してい る。

第2図

2.感 染時の菌分布

感染 直後 お よび24時 問後 にお ける全身中 と3臓 器 お

よび これ らの臓器 を除いた残 りの全組織内の生菌 単位数

を表2に 示 した。すなわち静脈 内核種ハ ツカネズ ミでは

感染菌の 大部分は肝 に定着 し,皮 下接種 ハツカネズ ミで

表2H37Rv株 の静脈 内お よび皮下接種 にお け

るハ ッカネズ ミ(SM系)体 内歯分布

接 種生菌単 位:1.4×l06

は大部分が3つ の臓器 を除 いた組織に分布 して臓器 に定

着 した菌数 は臓器培養法 によつ ては捕 捉 されない。

3.生 菌単位数の推移

図3,図4に 感染直後 か ら6週 後 までのハ ツカネズ ミ

体 内にお ける生菌数の推移 を示 した。実験1と 同様感染

2～3週 後 までの増加率 には静脈 内感染 と皮 下感染 の間

に差がみ とめられ ない。 この期間中には,い ずれ の感染

経路を介 して注 入された場合 でも,全 身の各部分に分布

定着 した菌群 はそれ ぞれ旺盛 に菌数を増加 している。小

数のために分布 の初期 に捕捉 されなかつた と考 え られる

皮下感染の場 合の臓器 内分布 菌も,こ の期間中に臓器培

養法で捕捉可能の菌数 に まで増加す る｡

第3図 静 脈 内感 染H37Rvの ハ ツ カ ネ ズ ミ

(SM系)体 内におけ る消長

※ 動物2匹 の平均 値

両感染経路に よる菌増殖経過 の差異 は感染2～3週 以

後 には じめ て顕著にあ らわれて くる。す なわ ち静脈内感

染菌群 では2～4週.の 問に軽度 の増殖抑 制がみ られたの

ち再 び宿主体 内菌数水準は上昇 しつづ ける。 こ とに肺 内
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第4図 皮 下 感 染H37Rv株 のハ ツカ ネズ ミ

(SM系)体 内にお ける消長

※ 動物2匹 の平均 値

菌群 では全 く増殖の抑制がみ とめ られない。 ところが皮

下感染菌群は2週 以後に宿主体 内のあらゆる部分 で顕著

に増殖 を抑 制 され,そ の結果全身 の菌群は静脈 内感染 の

場合 に くらべ て著 しく低い菌数 水準 において宿主 とのba-

lanceを 獲得 しそれを維持 する傾 向を示 すのである。

考 察

結核菌 の病原性現象に 中心的な役割を演ず る菌 力因子

(virulence factor)と して,Choucroun14),Bloch15～19)ら
Asselineau20～23)ら,Dubos一 派24)はそれ ぞれ特異 な生

物 学的活性を有 す る菌体 脂質 画分を結核菌 体か ら抽 出精

製 する ことに成功 している。 また病原性結核菌に特異な

細菌学的25)あるい は物理26～28)・化学 的29～30)性状の記

載 も少 くない。 しか しなが ら一方 において,特 定 の宿主

に対す る結核菌 の菌力 とい う概念を,感 染条件 や宿主側

の種 々の因子 と無関係に,感 染菌 の もつ特異 な菌体成分

や生物学的活性のみに よつて規定 される もの と考 えるこ

とはできない。

た とえばDubosl)が 数多 くの病原微生物 におけ る実

験事実 を もととして展開 した菌力 の本質論においては,

病原菌 の菌 力は伝達性,侵 襲性,毒 素産生能,宿 主の も

つ 自然 または免疫 による抗菌機作 に対す る抵 抗性 な どの

数 多 くの属性 の総和 と考え られ てい る。 したがつて菌 力

とい うものを一定 の感染条件の もとに成立 する特定 の宿

主 と微生物 の闇の宿主寄生体 関係 とみる立場 に立 ち,感

染現象 の現実 に即 して微生物の病原性 を解析 するこ とが

のぞ ましい と考 えられ るの であ る。

著者 らが本実験において意 図 したのは,ハ ツカネズ ミ

の実験的結核感染 における感染菌 の病原性 と感染条件 と

の問の関連性を,結 核菌 の宿主体 内生存増殖の現象を尺

度 と して追求す ることであつた。そ して結核菌 の菌 力を

厳密 に規定 された実験条件の もとに成立する宿主寄生体

関係 として解析 して行 く実験的基礎 をえた い と考 えたの

であ る。

2つ の実験 を通 じてみ とめ られた最 も顕著 な事実は,

上述 の実験条件においてはH37Rv株 が静脈内感染の場

合 にはハ ツカネズ ミに対 して明かな病原 性を発揮 するの

に,皮 下経路を介 して宿主体 内に注 入され る と肉眼的病

変の上で全 く病原菌 としての態度 を示 さないこ とであつ

た。実験1に おいて6週 後 に全身か ら培養 され る生菌単

位数 についてみて も,静 脈 内に核種 されたH37Rv菌 群

が高菌数水準 に達 しているのに くらべ て,皮 下 に接種 さ

れた菌群 の宿主体内菌数水準 はH37Ra株 と同様著 しく

低 下 している。 これ らの ことか ら皮下に入つたH37Rv

株 はH37Ra株 と同様ハ ツ カ ネ ズ ミに 対 して 無 害性

(avirulent)で あつた とい うことがで きる。

ところが6週 までの宿主体 内生菌 単位数 の消長経過 を

み ると,こ の2つ の場合 の無害性が全 く異つた機転 によ

るとい うことができる。す なわ ちH37Ra株 の場合は静

脈 内,腹腔 内,皮下 のいずれの経路を介 して宿主体 内に分

布 した菌群 も,感 染後全 く同一の経過をた どつて持続的

な菌数減少 を示す。H37Ra株 の実験動物 に対 する病原

性の欠除については既 に多 くの報告11,31～33)があるけれ

ども,著 者 らの成績か らこの菌株 の無害性 の本質 はPie-

rcel1)ら も指摘 した侵襲性(宿 主 の組織内 で生存増殖する

能力)の 欠除に よるといつて よいであろ う｡一 方皮 下に

注入 されたH37Rv株 の生菌単位数 消長 の経過 を眺 めて

み ると,感 染3週 後 までの菌増殖は全身について も各組

織 ごとにみて も静脈 内に入つた菌群 との問 に 大差 が な

い。皮下か ら入つた場合には臓器 への分布菌数 は著 しく

少な く大部 分は肺,脾,肝 以外 の組織 に分布 す る が,感

染2～3週 後 までは どの部分 の分布菌群 も旺盛に増殖 し

ている。 したがつ てこの時期 まで全身の菌数水準 は静脈

内感染 の場合 と並行 して上昇す るのであ る。 この ことか

らH37Rv株 はいずれの経路を介 して宿主体 内に入つ て

も組織を侵襲す る能力には変 りない といえ よう。 ところ

が感染2～3週 後か ら4週 後にかけて皮 下感染菌群 では

非常に著 明な菌数 減少 がお こり,こ の時期 に積極的 な宿

主側 の菌増殖抑制機転がつ よく発現 して感染 の進行が阻

止 される と考 え られる。 この よ うな感染2～3週 後の菌

数増加抑制 は宿主体内 にお ける結核菌 の増殖を追求 した

諸実験11,34,35)に お いてひ としくみ とめ られている事実

であつ て,著 者 らはこれを感染菌 自体に よる免疫 の発現

と考 えたい。 この場合の免疫 とい う言葉 は宿主側 の菌増

殖抑制機作を意 味 してい る。 したがつて皮 下に接種 され

たH37Rv株 の病原性の欠除は,H37Ra株 の場合 のよ う

に宿主へ の侵襲 がは じめか ら阻止 され るため ではな く,

感染2～3週 後 に発現す る宿主側の免疫機転 に よつて侵
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襲 が中絶 され るためなのであ る。一方静脈 内感染H37Rv

菌群の方 は免疫発現後 も持続的に増 加 し臓器病変 も顕著

になつて行 く。

古 くか ら実験動物 における結核免疫 は静脈 内菌接種 の

場合に最 もつ よい といわれてい る36,37)が,著者 らの成績

によるとむ しろ皮 下接種 の場合 によ りつ よく起 る よ うに

思われ る。

以上の成績 からハ ツカネズ ミの実験的結核症 において

は,感 染菌の侵襲力 と共 に菌 の侵襲後 に感染菌 自体 に よ

つ て宿主側 に発現 して くる免疫機転 の強弱 と,菌 側の既

にあ る程度進行 した侵襲分布 との相互関係が,感 染→罹

患の進展を支配す る重要 な意 義を持 つ と考 える ことが で

きる｡

結 論

感染条件が結核菌の病原性にお よぼす影響 をみ る こと

を 目的 として,H37Rv株 お よびH37Ra株 の一定菌数 を

感染経路 を変 えてハ ツカネズ ミに接種 し,結 核罹患 の推

移 と宿主体 内生菌単位数 の推移を比 較追求 した。

鷺37Ra株 では静脈 内,腹 腔 内,皮 下のいずれ の経路

を介 して感染 した菌 も宿主へ の侵襲 を阻止 され結核罹患

を導 くことができない。

H37Rv株 では静脈内,腹 腔内に接種 された菌群 は肺,

脾 の肉眼的病変を惹起 させ るが,皮 下に接種 され た場合

にはハ ツカネズ ミに対 して全 く病原性 を発揮 しない。 こ

の皮 下感染菌の病 原性の欠除は感染菌 の侵襲 が宿主側の

免疫発現 によつて中断 され ることに よる とい う事実が全

身homogenize法 によつ てた しかめ られた。 この成績

は結核菌 の菌力 とい う概念が菌側お よび宿 主側 の種 々の

factorや 実験のお こなわれ る 諸条件 に よつ て規定 され

なけれ ばならない ことを示唆す る と思われ る｡

中村博士 の御校 閲 を深謝 す る｡
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