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テ ンジクネズ ミの実験 的結核性髄 膜炎 につ いて

1脳 内接種法による菌力の測定

高 橋 宏

国立予防衛生研究所結核部一部長 柳 沢 謙

受 付 昭 和51年1月5日

ヒ トの結核性髄膜炎 は結 核菌の血行散布が重要な原因

と考 え られてい るが,と の方法に よつて テンジクネズ ミ

に結核性髄膜炎 を惹起 させ るこ とはむず かしい。静脈 内

に注射 され た結核菌が脳 に定着増殖す るこ とは困難で あ

り(Soltys1)等)し か も極 めて大量 の菌 を接種 に用い る

と他 の臓器 の甚 しい病変 におおわ)れて結核性髄膜炎 の発

現 を区別す る ことが で きない。 したがつて,結 核 性髄膜

炎 を実験 的に惹 起せ しめ るには,と れまで頭 蓋または脊

椎腔内に直接結核菌を注入す る方法 が とられてい るが,

技術的な容易 さから,脳 実質 内に結核菌 を注射す る方法

2)-5)が 最 もしば しば用い られてい る。本実験の 目的 は,

化学療法 の著 しい進歩に もかかわ らず,な おおそるべ き

疾 患に とどまつている結核性髄膜炎 につい て,化 学療法

の効果 を実験 的に検討す る ことにあるが,結 核性髄膜炎

の惹起 に脳内接種法 を用いたために,と の方法の検 討を

まず行お うと思 う。脳実質内注入に よつてお こる病 変を

結核性髄膜 炎 とよんでいい かとい うごとについては,異

論があ りうるが,次 の2点 から近似 した もの として差支

えないで あろ うと考 えた。第1は 結核性病変が脳膜 に極

めて著 しい とい うこ とで あ り,第2に は,Stevens6)等

の実験が示す ように,脊 椎腔 内に結核菌 を注入す る方法

に よつて も,動 物 における症状,経 過 は脳 内接種 の場合

と ほぼ同一 であ ると い うととであ る。Levaditi7)等,

Steenken8)9)等,Wolinskyl0)等 はす でに脳内接種法 に

より実験 的結 核性髄膜炎 を出現 させ,こ れに対 して化学

療 法剤 の効果 を検 討 した ことを報 告 してい る。著 者はま

ず テンジクネズ ミの脳内接種に よる結核性髄膜炎 につい

て,若 干の知見の補遺 を行 う意図の下に,第1報 として

各種の菌力(Virulence)を 示す結核菌の脳 内接種 成績

お よび,ご の方法に よつて 弱毒人型 結核菌11)の 菌力を

検査 した成績 を報告 しよ うと思 う。

実 験 方 法

体重330ｰ4308でROmer反 応陰性の テンジクネズ ミ

を用 いた｡脳 内接種 はSmithburnの 方法に1したがつて

次 の ように行 つた。動物 の頭 を動 かない ように固定 した

後,頭 部 を脱毛 して皮膚 をアル コっ レで消毒す る。次 に

左 前頭部 の鼻前頭縫 合において,脳 膜 を損傷 して出血 を

お ごさぬよ うに注意 しなが ら,正 中線 か ら3～5mmの 点

にき りで小 さい孔 をあけ る。 との細孔 を通 じて,針 先が

脳底に達 しない程度 に注射針 をい れ(約5mmの 深 さ),

所要濃 度の菌液 の0.1m1を 徐 々に注入す る。注射後 は局

所皮膚 をアル コーノレで消毒す るだ けで充分で ある。 脳内

接種後,動 物 は一時的 に元気 を失い食 欲を低下す るが,

数 日後 には平常 に もどる｡接 種後観察 は毎 日行 い,死 亡

しない場合 は,3ヵ 月聞飼育 した後,屠 殺 して検索 を行

つた｡こ の間,体 重 お よび ツベル ク リン反応の測定,四

肢 ととに後 肢麻痺 の出現 状況を観 察 し,死 亡 日数を測定

した。 ヅベル ク リン反応 は100倍 稀釈液 を0.1ml皮 内注

射後24時 間 目に判定 した。死 亡または屠殺 した動物 は,

その都度,剖 検 し各臓器お よび リンパ腺の結核性病変 を

観察す ると共 に,脳,脾,肺 おのおのの一部 について定

量培養 を行 つた。すなわち,各 臓器 の約300mgを とり,

1%NaOHを 以 つて100mg/m1の 乳剤 とし,蒸 溜水で

10倍 段階稀釈 を行 つて小川培地 に接種培養 し,各 臓器10

mg中 の生菌数 を算定 した。使用菌株 は実験1で は菌力

を異 にす る次 の9菌 株 を用い た｡Ravene1,H37Rv,H2,

H2-Streptomycin(SM)耐 性,青 山B,Frankfurt,BCG,

H37Ra,18-b12)(H2-SM依 存性株)｡こ れ らの うち,

H37RvはSauton-potato10日 培養菌 を,18ーbはSM

200γ/ml含 有Kirchner寒 天培地培養後凍結乾燥 した も

のを用い,そ の他はす べて小 川培地10～14日 培養 菌 を凍

結乾燥 してあ らか じめ生 菌数を決 定 しておいた ものであ

る。各菌液共1mg/mlの 濃度 とし,そ の0.1mlを 接種 し

た。皮下 または静脈 内接種法に よる と,Frankfurtと 青

山Bの2株 は中等度以下の菌力 を示す菌 とされ,BCG

は弱毒菌,H37Ra,18-bは 無毒菌,Ravene1,H37Rv,

H2の3株 は強毒菌 と考 え られ,い ずれ もかな り菌力の

安定 してい る保存菌株 とみな されてい る もので ある。実

験1で は,弱 毒人型結核菌今村株 を用い た。胆汁培地継

代 による弱毒人型菌今村株 の8株 を1954年 大阪大学 よ り

の 与を うけ,当 研究室で保存 してきた ものについ て,脳

内接種 法,皮 下接種 法に よつて菌 力を調べ た｡8菌 株 は

すべて胆汁 培地 よりSauton-potato培 地へ移 し,継 代第

3代 目の12日 培養の凍結乾 燥菌を用いた。いずれ も脳内

接種 には0.1mg,皮 下接種には10mgを 用いた。
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表1菌 力を異 にす る各結核菌株 のテ ンジクネズ ミ脳 内接種 成績

※全例,接 種後5カ 月で屠殺。体重測定,臓 器培養は屠殺時に行う

実 験 成 績

各菌株 の脳 内接種 成績 は表1の 如 くで ある。 それらの

接 種生菌単位数 は表の如 く不揃であつ たが,H37Rvお

よびH37Raの2株 をのぞけば,同 じorderに あ る。毒

力菌接種動物 では接種1週 目か ら食 欲が お とろえ,大 体

2週 前後 にはすべ て後肢 片側に麻痺 を起 し,数 日後には

後 肢両側 とも麻痺 して後躯 をひ きず るよう に な る。 ま

た,ま れにはStevens15)等 の報 告の如 く前肢 に も僅 か

に麻痺 を惹起 す るのを観察 した｡麻 痺 の出現 は動物 の死

因 を確 実にす る と共 に,死 亡のお こる時 日の 目安 に もな

る。 各株の 中でRavene1株 が もつ とも早 く麻痺 を出現

させ,死 亡 ももつ とも早 くお こつているが,H37Rvの

ように接種生 菌数 が少 くない と,麻 痺 の出現 がお くれて

いる。 しか し,Frankfurt株 の ような中等 度菌力株 で,動

物 の生存 日数 ものびてい るもので も麻痺 がかな り早 く現

わ れてい る点は注意せ ねばな らない。BCG,H37Ra,

18-b接 種動物 はす べて全 く後 肢の麻痺 を惹起す ること

な く3ヵ 月経過 した。 これ らの各 菌株を接種 した動物 の

体重 を測 定 した ところ,図1の 如 き曲線 を示 し,感 染 後

の動物 体重 の変動 は接種菌株 の菌 力 を良 く反 映 し て い

る。す なわち,毒 力菌株群 では大体1週 目か ら体重 の減

少が著 し く,接 種生 菌単位 数のやや多い青 山B株 お よび

菌力の極めて強いRavene1株 で は殊 に 体重 の減少が著

しいのに対 して,菌 力の弱いBCG,H37Raを 接種 した

動物では,感 染後次第に体重 を増 し,3ヵ 月でそれぞれ

平均2219お よび2959を 増加 した｡弱 毒菌接種の各動

物 の ッベル ク リンア レノレギーの発現は,同 量 を皮 下接種

した動物に比 し,や やお くれて3週 目頃か らみ られ るよ

うにな るが,反 応の程度は弱い。 強 毒菌接種 の場 合 に

は,ツ ベノレク リンア レル ギー出現 まで に大部分の動物が

死 亡す るが,あ るいは生存 していて も衰弱が甚 しい ため

に,ツ ベノレク リン反応 を惹 起 しえない。脳内接種後死 亡

した動物 の剖検 所見 は次 の ようで ある。 肉眼的 に脳膜の

充血,肥 厚 がみ られ,ま れに側脳室附近に出血 の認め られ

る ことがあつた。その他の所見 としては,頸 部 リンパ腺

の腫脹 が全般 的にみ られた程度であ る。内臓には肉眼的

にはつき りした結 核結 節を認 め ることがで きなかつた。

しか し,脳,脾,肺 の 各 臓器の定量 培養 を行つた とこ

ろ,表1に 示す ように,脳 に もつ とも菌が多 く認 め られ

た。 また肉眼的変化 のない脾,肺 か らもかな りの菌 をの

離す るこ とがで き,他 の臓器へ も脳か ら相当数 の菌 が撒

布 されてい る ことがわかつた。各 臓器 中の菌数 は,各 株

ご とにやや相違す るが,と れは接種菌 の菌 力,生 菌単位

数 お よび動物 の生存 日数 に よつて ぎま るものの ように思

わ れる。 臓器培養 の うち,脳 の培養は左 大脳半球 の接種

部位 のあた りを大 脳凸部 か ら脳底 に横 断 して,そ の附近

300mg程 度 を培養 したのであ るが,脳 中の菌の分布 は次

の観 察に よつてかな り不均 一であ るごとがわかつた。す

なわちH2株 の0.05mgを 脳内接種 して24日 目に死 亡し

た テンジクネズ ミについて,表2に 示す如 く大脳の各部

表2強 毒結核菌H2株 をテンジクネズミの左大脳半球内

に接種した後における大脳各部位の結核菌生菌単位数

位300mgず つを定量 的に培 養 した ところ,部位に よつて

かな り菌数 に異同が あるこ とがわ かつた。したがつて,実
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験IIの 今村株 の実験か らは脳の培養 は接種 した大脳半球

全部 を培養す ることに した。接種褒3ヵ 月以 上生存 した

BCG,H37Ra,18-bな どの弱毒ない し無 毒菌殊接種

動物では,ツ ベル ク リンア レル ギーの発現 は認 め られ る

に もかかわ らず,脳,脾,肺 の各臓器10mg中 か らは菌

が分離 されなかつた。脳内接種後の もつ とも主な観察 目

標 は,動 物の死 亡であ るが,Ravene1株 では もつ とも早

く,動 物は5匹 共14日 目にそ ろつて死 亡した。 これに対

し,ほ ぼ同 じ接種生菌単位数 のH2,Frankfurt株 では

それぞれ死 亡 日数は平均227日 お よび40.7日 で個体差 も

大 ぎ くなつてい る。またH2株 のSM依 存性 変異菌18-

b株 は,同 一生菌単位数 を接種 したにかかわ らず動物は

1匹 も死 亡せず,SM感 受性株 お よび耐性変異株 との相

違 は極 めて顕著であ る。以上の各菌株 の脳内接種 後の生

存 日数の長短 は,皮 下あ るいは静脈内接種 法に よる菌力

測定成績 と全 く一致 してい る。強 毒菌H37Rv株 群 では

Ravene1,H2株 群 に くらべ ると,生存 日数が のび てい る

が,こ れは接種生菌単位数が10rder低 い ためであ ろ う。

また中等度毒力菌 と評価 されてい る青山B株 群では,接

種生菌単位数がやや高 いに して も生存 日数 がFrankfurt

株 群 より短 かいのは,そ の菌 力自体 がかな り高 いためで

あろ うと考 え られ る。BCG,H37Ra,18-bの3株 は も

ちろん動物 を全 く死 亡させ ず,脳 培養 の成績 よりす れば,

3ヵ 月以 上たつて もおそ ら く死 亡が おこるこ とはないで

あろ う｡次 にH2株 につい て,接 種生菌単 位数が減少 し

てい くにつれて生存 日数 が どう変化 してい くかをみた。

Sauton培 地12目 培養のH2よ り菌液 をつ くり,そ の0.1

ml中 にそれぞれ0.1,0.01,0.001,0.0001mgを 含 ませ て

脳内接種 を行 つた｡そ の成績 は表3に 示す｡各 群 の平均

生 存 日数 は,そ れぞれ17.2,27.0,54.0お よび67.4日 で,接

種 生菌単位数が少 くな るに応 じて,後 肢麻痺 出現 までの

日数お よび生存 日数がのびてお り,動 物個体差 も接種生

菌単位数が少 くな るほ ど,大 き くなつてい る。弱毒人型

結核菌今村株 の脳 内接種成績は表4に 示す通 りであ る。

表3強 毒結核菌H2株 の接種生菌単位数を異にした場合のテンジクネズミ脳内接種成績

表4弱 毒人型結核菌今村株各菌株のテンジクネズミ脳内接種成績

注:生 存動物 は接種 後115日 目にすぺ て屠殺 し,体 重の測定,騰,脾 の培養 を行 つ弛

各菌株 の接種生菌単位数 は表3のH2株 の0.01-0.001mg

の範 囲に入 るが,H2株 では平均2m～54.0日 で動物が死

亡 してい るのに対 し,今 村株各株群で は上記 弱毒株 接種

群 と同 じ く115日 で は動物に麻痺,体 重 の減少,死 亡を
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全 く認 めると とがで きなかつ た。 ツベノレク リンア レル ギ

ーは1株(辰 見株)を のぞいて はすべて に発現 をみ た。

しか し,臓 器培養 成績で はBCG等 と異 な り,僅 かで は

あ るが菌 を分離 で きてお り,こ とに1株(辰 見株)で は

かな りその数 の多い もの もあつた｡各 群7匹 ずつ8群 の

皮下接種群 を,接 種後約8週 目にすべて屠殺 剖 検 し た

が,肉 眼的 には全 く結核性病変 を認 めるごとがで きなか

つ た。 しか しツベル ク リンア レル ギ門は全群に出現 を認

め,健 かで はあ るが,菌 を脾か ら分離す ると と が で き

た。

図1各 強,弱 毒菌株脳内接種後の

テンジクネズ ミの平均体重 曲線

考 察

結核菌 を脳内に接種後,テ ンジクネズ ミが発現す る症

状や死 亡は,主 として結核性髄膜炎の ためにお こると考

えられ る。Levaditi等 は脳内接種後の動物の死 亡は全身

に菌が散布 されるためにおこる と述べてい るが,他 の臓

器へ の散布菌数 の高 さや 肉眼的病変がほ とん どみ られな

い こ とから考 える と,死 亡は脳お よび脳膜 の病変に よつ

て おとる と考 えた方が妥当で あろ う。多 くの研究者の報

告に よる と,脳 膜 の結核性病変が甚だ高度であ るといわ

れてお り,Stevens等 の実験の よ うに脳実質内に注射せ

ず椎腔 に菌液 を注入 して も,同 様な死 亡がお こることは

脳膜病変 の意義が大 きい ごとを示す ものであ ろ う。以上

の理 由から,脳 内接種後の結核性病変 としては髄膜炎 が

最 も大 きい比重 を占める と考 えた。感染後の経過 を追求

す る目標 として は,接 種動物 の症状(一 般状態,体 重の

推移,後 肢麻痺の出現等)と 死亡の有無お よび 日数であ

る。そ して,こ れ らの 目標 は主 として接種 菌の菌力,生

菌数の2因 子に よつて変動 し,こ れ らの2因 子が共 にか

な り大 き くない と,髄 膜炎 の軽重 を比較的短 かい期間 に

定量的に測定す るこ とがで きな くな るとみて よいであ ろ

う。 したが つて,脳 内接種法が接種菌 の菌力 の定量的測

定 に用い うる とい う(Smithburn3,,渡 辺4),Stewart14)

15)等)の も,あ る程度菌力の強い菌 に限 るごとであ り,

渡辺 は患者分離菌 の菌力 の強弱 の測定 にこの方法 を利用

してい るので ある。BCGを 含む弱毒菌相互 に お い て

は,当 然 この方法で は菌力 の区別 をつけ えず,そ の程度

を測定す るこ ともで きない。 しかし,後 肢麻痺お よび死

亡 とい うよ うな明瞭 な目標 によ り,毒 力菌 と弱毒 または

無毒菌 とを分け るご とは容易 にで きる。毒力菌 は微量で

も脳 内接種法で はかな り鋭敏 にその存在 を検 出す ると と

がで きるか らで ある。本実験の成績で も,生 菌単位数が

103程 度 の毒力菌 を接種す る と,後 肢麻痺の 出現 は平均

40日,死 亡 日数 は平均67日 で,そ の存在 を確認 されてい

るが,Smithburn,渡 辺に よるとさらに微量で も動物の

死 亡に よつてその存在が検 出され うる とし,渡 辺は強毒

菌で は10-6ｍgと い う微量 の脳 内接種で も平均生存 日数

が36日 で あるこ とを示 してい る。 しか し,渡 辺 は生菌単

位数 になん ら注意 を払 つていない から比較で きない。 こ

の微量 菌接種 のご とは,今 後 の実験的髄膜炎 の細菌学的

治癒 状態 を評価す るのに よい尺 度 となるで あろ う。今村

株 は今村等 に より279代 牛胆汁培地 に継代 されて,弱 毒

化 された入型結核菌 であるが,こ の菌株 の菌力低下 の程

度を脳内接種法 で測定 した結果 は,明 らかに弱毒株 の菌

力 のグル ープに入 る ようで ある。 ただ し今村株数株 の う

ち,あ るものは臓器 に散布 された菌 が長期 間生存 してい

たのは,そ の意味においてはBCGに 比 し多少菌力が高

い と考 えて よい と思 う。 これ らの菌株 の対照 として,今

村16)に よ り同時 に牛胆汁 のない培地 に同様 に継代 さ れ

た菌株 は,か な り強毒 である とい うこ とで ある こ と か

ら,培 地 における牛胆汁 の存在が菌 力の低下 を もた らす

こ とは確実 である といい うるこ とで あろ う。

結 論

菌 力の異 な る種 々の結核菌 をテ ンジクネズ ミの脳 内に

接種す るこ とに より,髄 膜炎 を主 とした脳,脳 膜病変 に

より発現す る動物 の症状,死 亡は,接 種菌 の菌力 と生菌

単位数 に よつて決定 されるが,そ の両者 のい ずれ もが あ

る程 度以上 に大 き くない と,定 量的 にまた短時 日に測定

す るこ とが で きない。 また,生 体内生菌数 の動態 をみ な

かつた この実験 では,弱 毒菌,無 毒菌 の菌 力の区別 は不

可能 であつた｡し か し,弱 毒菌 と毒力菌 との区別 はかな

り明瞭で あ り,こ とに動物 の体重 の増減 におい て も,良

く反映 される。弱毒人型結核菌今村株 の各型 の菌力 は,

BCGと ほぼ同等 か,あ るい はやや強い よ うに 思 わ れ

る。本実験 に より,脳 内接種 の場合の脳 にお ける菌分布

の不均一性 と,他 の臓器,脾,肺 にお ける菌分布の定量
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的測定 とを補遺す るこ とがで きた。

終 りに のぞみ,柳 沢部長の御指導,室 橋博士,橋 本技

官 の御校閲 を感謝す る。

なお本研究の一部は文部 省科学研究費に よつた ご とを

附記 して謝意 を表す る。
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