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序 論

1947年Dubos1)～2)ら はマウスが結核菌にも感受性を

有 し,モ ルモットの場合に類似 していることを報告 して

いる。また近来諸種抗結核剤の発見 とともに結核症の実

験動物 としてマウスが広く用いられるようにな り,1948

年 にはRaleigh and Youmans3)お よびMcKee4)と 彼 の

協同研究者達は尾静内感染法により,マ ウスを使用して

抗結核剤の力価判定の規準を決めるための広範な実験を

行つた。1952年Stewart5)ら は脳内接種が尾静脈内感染

に比し菌量の差に対して,よ り定量的な差を示すと報告

またGray6)ら は経鼻感染法が微量菌の検出に有効なこ

とを報告 している。しか しマウス結核症の研究には一般

に尾静内感染法を用いているのが現況であろう。

一方,菌 のVirulenceの 強 弱,マ ウスの感受性等の判

定に多くの入達はマウスの平均死亡 日数を挙げている。

しかし実際には,で きるだけ同一条件の下で感染した場

合で もマウスの平均死亡口数にはかな りの変動が見 られ

る。この理由を,菌 のViruleおceの 変動と動物側の条件

に帰しているようであるが,感 染菌液の物理的な状態に

もまた大 きな考慮が払われ るべ きではなかろうか。

われわれはマウスを使用 しで尾静内感染法により結核

菌の毒力を見 る際,菌 液の物理的状態がマウスの死亡日

数を決定する重要な因子の1つ であるとの知見を得たの

でここに報告し,大 方の御批判をえたいと思 う。

実験材料および実験方法

1.実 験材料

使用菌株:強 毒人型黒野株およびBCG株

使 用培地:小 川培地

使用酵母:Saccharomyces cerevisiae18時 間培養

使用動物:14g前 後 のDDN系 マウス雄

2.実 験方法

i.菌 液一型の如 くメノウ乳鉢で所要濃度の菌液を作

る。以下 これを普通菌液 と呼ぶ。普通菌液を1,200廻転5

分間宛3回 遠心管を換 えて遠心して粗大な菌塊を除去 し

たのを遠心菌液 と呼ぶ。この菌液には10個 以上の菌塊は

ほ とんどなく大部分が1個 または2個 の菌であつた。菌

液の濃度はColmanの 光電比色計の550mμ における光

透過百分率で現わした。次に,遠 心沈渣を再浮游 してえ

た粗大な菌塊の多い菌液を以下沈渣再浮游菌液 と呼ぶ。

特別の日的以外には上記菌液はすべて生理的食塩水を用

いて作成 した｡

ii.菌 液 中の全菌数 菌塊数(単 個菌 も1個 の菌塊と

見做す)お よび推定される集落数の算出-Dryer法 にお

ける赤血球 を用いるとZ-N染 色 で赤血球が破壊されるの

で,比 較的形がそろつていて大 きさも適当 であるSac-

charonlyces cerevisiaeの18時 間培養の浮游液を加熱殺

菌後遠心して菌塊を除去 した後,Petroff-HauserのCell-

Counterで1ml中 の酵母数をかぞえ,こ の酵母浮游液

と結核菌液 との一定量混合液の塗抹標本をZ-N法 で染色

して鏡検 し両者か ら算出した。塗抹に際してはなるべ く

細 く,直 径の小 さい白金耳を用い,少 量の液がなるべ く

平面的に載物ガラス上に附着するように注意した。

iii.臓 器 内の生菌数 一各臓器の全量をそれ ぞれ 秤 量

し,こ れらの10倍 乳剤を作って定量培養を行い全臓器中

の生菌単位をもつて現わした。斃死および生残マウスは

剖見し,肺 のほとんど全部が結核性病巣 となつているも

のだけを結核死 とした。

実 験 成 績

1.表1はDryerの 変法によつてかぞえた菌液中の

全菌数,菌 塊数および酵母数から推定した生菌単位 と実

際に培養 してえた生菌単位との関係また全菌数と菌塊数

との比および全菌数と培養生菌単位との比か ら遠心菌液

と普通菌液 との菌の分散状態およびその安定度を比較し

たものである。

普通菌液では推定生菌単位は実際培養 してえた生菌単

位の12,1.7お よび2.4倍 で変動が大きいのであるが,遠

心菌液では1.6お よび17倍 で あつた。また全菌数と菌塊

数の比を見 ると,普 通菌液においては2.3,3.2お よび5.1

となって不安定であるが,遠 心菌液においては1.4,17

で各菌液間のひらきが少ない。

以上の両者か ら算出される全菌数対培養生菌単位の比
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表1菌 液 の 分 散 状 態

※;1ml当 りの菌単位を示す。+;鏡 検に よ り数えれ数字。

は,普 通菌液においては3.84,3.91お よび12.24と なつて

おり,生 菌単位か ら菌液中の全菌数を推定することの困

難 さを示 している。一方,遠 心菌液においては,2.38お

よび2.72で ほほ安定 しているように思われ る。

以上か ら遠心菌液の方が普通菌液に比 し,比 較的安定

した分散状態であるといえよう。表中の遠心菌液は遠心

条件のみを一定にした任意濃度の菌液である。

2.表2は 培養条件をなるべ く一定にした黒野株10日

培養の1mg/ml濃 度の普通菌液 とほぼこれと同濃度の遠

心菌液尾静内感染マウスの48時 間日屠殺時の肺臓および

表2分 散状態の異なる菌液感染マウスの48時 間

日における肺 ・脾における菌の分布状況

(

黒野株10日 培養 普通菌液:1mg/ml
 0.2ml尾 静内感染 遠 心菌液:1,200RPM/5m-2回 )

※;数 字は全臓器の生菌單位を現わす。

脾臓における菌分布状況の比較

成績である。

遠心菌液1ml中 の生菌単位は

32×106な い し37.6×106個 の間

で普通菌液のそれよりも多くか

っ各菌液間の変動 も少ない。次

に普通菌液感染群5疋 の肺臓に

おける菌数の平均は46B×104,

27×1o4お よび58.2×104で あ

り,遠 心菌液のそれは13×103,

8.4×103お よび11×103で 生菌

単位の多い遠心菌液感染群の方

がかな り少ない。また遠心菌液

感染群の方が各実験における差

が少ない成績を示 している。これは粗大な菌塊の多い普

通菌液の方が遠心菌液に比較 してより多数の菌が肺臓に

附着す ることを示 している。脾臓における菌数には両者

の間に著明な差がなく肺臓を通過しえた菌が適宜に他の

諸臓器に至 り定着するものと思われる。

3.普 通菌液,沈 渣再浮游菌液および遠心菌液尾静内

感染マウスの斃死状況を見たのが表3で ある。沈渣再浮

游菌液の濃度はCdmanの 比色計の550mμ で74%濃 度

の2倍 稀釈菌液で,こ れは普通菌液1mg/mlの2倍 稀釈

の濃度に等 しく,定 量培養による生菌単位 もほぼ半数で

ありまたマウスの平均体重が2gも 大であつたに もかか

わ らず,死 亡日数中央値は2日 遅れているにすぎなかつ

た。遠心菌液の濃度は66%で,こ れは普通菌 液 の ほ ぼ

15mg/mlに 相当する濃度で,感 染生菌単位 も普通菌液

感染群の4.6×106の 約4倍 量でありかつマウスの平均体

重が前者に比して小さいにもかかわ らず,30日 に至るも

1疋 も斃死することなくマウスは体重が増加する一方で

あつた。

図1は 表3の 普通菌液および遠心菌液尾静内感染群の

各2疋 宛を感染後3日,10日 お よび18日 日にそれぞれ屠

殺して定量培養した成績である。

3日 日における両群の肝臓と脾臓の菌数はそれぞれ大

差なくかつ肝臓に感染菌の大部分が行っていることが伺

える。感染3ま たは4日 日頃は肺における菌数が定量培

養によりほぼ最低値を示す時期で以後漸次増殖線をたど

るのであるが,こ のときにおける普通菌液感染群の肺臓

の菌数は遠心菌液感染群のそれの約72借 に も達 して い

る。次に腎臓においても両群の間にかなりの開 きが見 ら

れた。10日 および18日 日における各臓器における菌増殖

曲線では,脾 臓においては3日 日における菌数の少ない

方がより急速に増殖 して18日 目には下向するような傾向

を示 しているが,肺 臓においては3日 日における菌数の

多い方すなわち普通菌液感染群の方が18日 日迄により急

速な増殖線をとっている。すなわち普通菌液感染群の肺
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表3分 散状態の異なる各種濃度の菌液感染 マウスの死亡状況

(黒野株10日培養尾静内感染,各群5疋宛)

図1普 通菌液および遠心菌液感染マウスの各臓器における菌の消長

臓における菌数は同一 日における遠心菌液感染群のそれ

に比 して3日 目には72倍 であるが,1o日 お よび18日 目に

はそれぞれ335倍 お よび375倍 となつている。そして19日

前後で5疋 が全部斃死 しているのに,遠 心菌液感染群は

3o日 に至るも1疋 も死亡せず体重が増加する一方で,屠

殺剖見 して見るとなおかな り多 くの健康肺組織が残つて

いた。

4.同 一分散状態の菌液の同じ菌量を感染液量を異に

して尾静内に感染した場合のマウスの死亡状況を表4に

示した。実験誤差を少なくするためにすべて同一の1ml

ツベルクリン用の注射器を用いて菌液の採取および稀釈

等を行いかつ注射筒の管壁に附着する菌を最少限ならし

めるように注意 した。

表に見 られるように0.2mlに 浮游して感染 したマウス

群の死亡 日数中央値は24日 で,同 一歯 液の同 一 菌 量 を

表4菌 液の感染液量の多少によるマウスの死亡状況

(黒野株10日培養尾静内感染,遠心菌液感染群は5疋)

1mlす なわち前者の5倍 量の浮游液に し

て感染 した群の26.5口 よ りも2.5日早 くな

つている。なおこれ と同一濃度の遠心菌

液を1mlに 浮游 して感染 した群において

は,感 染生菌単位が前者の約3倍 である

に もかかわ らず,60日 迄 に5疋 中2疋 が

30日 以後に斃死したのみであつた。

5.稀 釈液の物理的性状の差によつて

マウスの死亡 日数に差が生じるかどうか

を見 るために,表5に おけるような種々

の稀釈液を用いて尾静内感染実験を行つ

てマウスの斃死状況を見たのであるが,

稀釈液による差異は本実験か らは見 られ

なかつた。

6.同 一菌株の培養 日数の長短によつ

て毒力に差が生ずると言われているが,

感染後肺臓に定着する菌数からこの問題

を採 りあげて見た成績が表6で ある。

感染菌液の生菌単位は10日,20日 培養

の方が30日,45日 培養よりも多い傾向を

示 している。古い培養は定量培養での集

落の発現がお くれかつ集落の大きさも若

い培養に比較 して一般 的に小 さかつた。

表5各 種 稀 釈 液 に て作 成 し た菌 液 感 染 マ ウ スの 死 亡状 況

(黒野株10日培養尾静内感染,普 通菌液0.1mg宛)

感染6時 間日における10日培

養感染 マウスの肺における菌数

は163×104で20日 培養の約2倍,

30日 および45日 培養はそれぞれ

これの1/5および1/10と非常に少な

い。肺 と脾の菌数の合計は10日

培養が最 も多 く,20日 培養がこ

れに次 ぎ,30日,45日 培養は10

日培養のそれぞれ約1/3および1/6
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表6培 養 日数 を異 に す る黒 野株 感 染 マ ウス の

6時 間 目に お け る肺 ・脾 の菌 数

(各菌液共0.5mg/mlを0.2ml尾 静脈内感染)

となっている。感染後1週 および2週 日の肺臓における

病変は10日 および20日 培養感染群が他の2群 よ りはるか

に進んでいた。なおこの時の定量培養は培地不良のため

算出することができなかった。マウスの斃死状況は10日

および20日 培養では感染後20日 位より全マウスが斃死 し

たが,30日 および45日 培養では感染後30日 間に斃死する

マウスを見なかった。

考 案

マウス結核症においては,肺 臓において結核菌が最 も

強く増殖する。そしてマウスを斃す原因はその肺におけ

る菌の増殖によつて起 る病理組織学的変化,す なわち滲

出性の変化が現われ,乾 酪性肺炎を起 し,そ の結果窒息

死7)8)す る ものであろうと水之江は述べた。このような

意味か ら,感 染時の肺に定着する菌数が問題になり,そ

れには感染菌液の菌の分散状態が問題にな っ て く る。

Saccharomyces Cerevisiaeを 使用 したDryerの 変法9)

で普通菌液 と遠心菌液の分散状態を見 ると,推 定生菌単

位 と実際に培養 してえた生菌単位の比は前者がかな りの

変動が見 られるに反 し,後 者ではかな り一定した値を示

した。また全菌数 と菌塊数の比を見 ると,前 者が2。3か

ら5.1で不安定であるが,後 者は1。4か ら1.7で かな り接

近 した値を示 し,全 菌数 と培養生菌単位の比においても

前者は3.84か ら12.24と 大 きく開き,後 者は2.38か ら

2.72と これまた接近 した値を示 した。 このような 点か

ら,菌 液 としては遠心菌液が安定した菌液 と言 うことが

できよう。両菌液を用いてマウスの尾静内に感染 させ肺

および脾臓に定着す る菌数を見 ると,肺 臓では感染生菌

単位の多い遠心菌液感染群の方が,普 通菌液感染群より

かな り少なくかっ3回 の実験においても各実験の間に差

が少ない。すなわち粗大な菌塊の多い普通菌液の方が肺

臓に定着する菌数が多い。その後の増殖は普通菌液群の

肺の菌数は遠心菌液群の3日 日では72倍 であつたが,10

日,18日 にはそれぞれ335倍 お よび375倍 と な っ て い

る。脾臓においては著明な差が見 られなかつた。 さらに

両菌液の外に沈渣再浮游菌液をも感染 させた場合のマウ

スの斃死状況は,沈 渣再浮游菌液はCdmanの 比色計よ

り見 るとo.5mg/mlの 濃 度であ り,生 菌単位 も1mg/m

の約半分,遠 心菌液の1/5.5であるに もかかわ らず,1mg/

ml普 通菌液 より約2日 遅れ全 マウスが斃死 してい る。

これに反 して遠心菌液では30日 に至 るも1疋 も斃死 しな

かった。すなわち菌塊の多いほど肺に多 くの菌塊が定着

してマウスを早 く斃すことを示 している。

次に同一菌量で も浮游液量の少ない方がマウスを早 く

斃死 させているが,こ れは1mlの 菌液はマウスにとつて

はかな りの液量であ り,従 つて血圧を相当高め,そ のた

めに肺における透過性をますます高めることになりその

結果,液 量が少ない場合に比べて肺に定着する菌数が少

なくなつたためであると愚われる。

Dubos1)ら が1947年 に25%卵 黄生理的食塩水菌液の

腹腔内接種は食塩水菌液 よりも早くマウスを斃死せしめ

た成績から卵黄は結核菌の対マウス毒力を増強すると述

べ,卵 黄のみを菌接種前後に注射 したのではかか ること

が見 られなかったので,こ れは卵黄の中に結核菌の毒力

を増強する因子が存在するのに起園しているのではない

か と推論 している。また彼は結核菌に対する生体側から

の有害作用を除去する日的で好んでbovine albumin液

10)を菌液の稀釈液 として用いている
。われわれ も同一の

実験を試みたのであるが,接 種菌量が少なかつたせいか

腹腔内接種5疋 中各群 とも1疋 のみが30日 までに死亡,

生存マウスの剖見では食塩水菌液 と卵黄菌液 との間に差

が見 られず,ま た尾静内感染では各種の稀釈液による差

異はほとんど認められなかつた。

1953年Bloch11)はCordFactor研 究 の初期の論文に

おいて,Dubosの 液体培地に培養 した菌の培養 日数の長

短およびTween-80の 含 有量の多少による結核菌の毒力

の差を見 るのにマウスの死亡日数をもつてし,培 養 日数

が短いほど毒力が強くまたTween-80の 濃度が高いほど

毒力が減弱すると述べている。 もちろんこれは若い培養

が古いものよりも増殖力が旺盛でかっ死菌の割合 も少な

くかっBlochのCord Factorを 多 く持つていることに

原因しているのであろうが,そ の報告においても言及 し

ているように若い菌は古い菌に比較 して菌体が一般的に

大 きくまた同一濃度の菌液においても全菌数は少ないが

菌塊は多い と述べてい る。またTween-80の 含有量が増

加するとCordの 形成が悪 くなり菌の分散が良 くなると

述べている。われわれの実験では,10日 お よび20日 培養

が30日 および45日 培養より菌液の生菌単位が多い傾向を
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示しまた集落の発現が早 くかつ集落の大 きさも大 きかつ

た。感染後6時 間日の肺における菌数は10日 培養の方が

20日 培養の約2倍,30日 培養の約3倍,45日 培養の約5.5

倍 と圧倒的に多 く,2週 および3週 における病変 も高度

であり,10日 お よび20日 培養感染群ではマウスが感染後

20日 位から斃死 したが,30日 および45日 培養群では30日

に至るもマウスの斃死するのを見なかった。すなわち若

い培養の方が肺に定着す る菌数が多 く,早 くマウスを斃

す ことが窺える。 これはBlochの 言 うように若い培養は

菌体が大 きくかつ菌塊を作 り易いとい う性質とその他の

菌の生物学的性質と協同してマウスに作用するのであろ

う。

結 論

1.結 核菌を尾静内に感染 させた場合のマウスに対す

るVirulenceは,菌 塊の多い菌液ほど肺に定着する菌数

が多 く,従 ってその増殖 も激しく早期にマウスを斃す。

2.し たがつてマウスの尾静内感染で結核菌のViru-

1enceを 見 る場合菌液 としては,安 定した分散状態の遠

心菌液が普通菌液 より適当であろう。

3.菌 液作製の場合各稀釈液間ではほとんどVirulen-

ceに 差 は見 られなかつたが,培 養 日数には充分考慮 を

払うべ きであろう。
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