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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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