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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

IV人 型結 核菌H57Ra株 お よび ス トレプ トマ イシ ン

依 存性 入型 菌18-b株 の菌 力 につ い て

加 藤 允 彦 ・三 木 勝 治 ・松 永 清 輝

国 立 療 養 所 刀 根 山 病 院

受 付 昭 和52年4月24日

第1報1)に おい て著者 らは臓器内生菌単位数 の測定に

よつ て結核菌の宿主体内 にお ける分裂増殖能 力を評価 す

る場合 には,臓 器相互間の菌の移動に よる特 定の臓器 の

菌数増加 を真の菌増 殖 と誤 る恐れのあ ること を 指 摘 し

た。 そして人型結核菌の無毒株H3τRaが ハツ カネズ ミに

感 染後,全 身中でのpopulationの 大 きさは徐 々に減少

す るに もかかわ らず,臓 器 中では肝 においてのみ持続的

に減少 し肺 ・脾 などの臓器で はある程度の菌数増加 を示

す こ とをみ とめた。そしてこの よ うな一部の臓器 にみ ら

れ る生菌単位数の増加が,は たして この菌株が肺や脾 と

い う臓器環境で は増殖 し肝で は増殖 しない とい うことを

示すのか,そ れ と もこの よ うな菌数増 加は感染 のの ち時

と共 に菌が肺や脾に集積 して くるとい うことを示すのか

とい う点に疑 問を残 しておいた。

また第3報2)に おいては,ハ ツカネズ ミに対 して異 な

つた病原性 を発揮 す る6つ のnlycobacteriaの 菌株の宿

主体 内にお ける増殖力 を比較 し,結 核菌の病原性の強弱

を決定す る因子 としての宿主体内増 殖力の意義について

考察 した。

著 者 らの用いた全身homogenize法 によ ると,H37Ra

株 はハ ツカネズ ミに接種 されたのち接種部位5),接 種菌

数4)の 如何 にかかわ らず宿主体内全populationの 大 き

さは常 に減少 してい く。 そして その経過 はス トレプ トマ

イシ ン依存性結核菌18-b株 の それ とよく一致 し2),非 病

原性抗酸性菌Mycobact.ph1eiの もの とは本質 的に相 異

してい る。すなわ ちH37Ra株 や18-b株 では菌数 の減少

は極 めて徐 々で感染6週 後に も生菌が残存 してい るのに

くらべ て,Mycobact.phleiで は急速 に減少 して2週 後

には全身 に生菌 をみ とめな くな る2)。

18-b株 は分裂増殖 にスト レプ トマィシ ンを要求す る特

異な性 質5)6)か ら,そ の宿主体内生存 曲線 を増殖 とい う

因子 を除外 して評価す ることがで きると考 え られ る。 そ

こで本報 においては この菌株 とH37Ra株 とのハ ツカネズ

ミ全身中および各臓 器内生 菌単位数 の推移 を詳細 に比較

し,い わゆ る入 型無毒株H37Raの 宿 主体 内増殖力 につい

て明確 な知見 をえたい と考 えた。 そして このよ うな無毒

菌株 の菌力 とい う概念 を設定 して結核菌 の菌力 を考察 し

た。

材斜お よび方法

1)動 物:大 阪純系試験動物研究所か ら購 入 したNa-

2系 ハツカネズ ミを用いた。購 入後約29週 間の間10匹 ず

つ に群別 して固型飼料(Oriental PelletDietMC5)と

水で飼育 し,体 重の旺盛に増加 しつつあ る生後6週 前後

の雄性動物,平 均体重15g前 後の ものを用いた。

2)菌 株:H37Ra株,18-b株 の両菌株 は1954年 に国

立予 防衛生研究 所結核部か ら分与 され た もので1%KH2

PO4小 川培地に 月1回 継代保存 されてい る。18-b株 の保 一

存 には ス トレプ トマ イシン200μ9/mlを 添加 した同培地

を用い た。 これ らの保存株か らSauton合 成液 体培地に

移 した菌膜 のH37Ra株;13日 発育,18-b株;40貝 発育 か

らbeadsflask法 に よつて20mg/mlの 菌液を調製 した。

この菌液 を3,000r.pm.で20分 間遠沈 して粗大な菌 塊を除

いた上清菌液 は表1に 示すよ うに大 部分が単個菌か らな

つてい る。 この ものを0.3mlず つハッ カネズ ミの尾静脈

表1使 用菌液の分散状態

表2ハ ツ カネズ ミ全 身中の生 菌単位数



558 結 核 第32巻 第10号

に接種 した。

3)培 養:接 種菌液 の10-3～10-7× 階段稀釈 をH37Ra

株 は1%KH2PO4小 川培地,18-b株 はス トレプ トマイ

シ ン200枚e/ml加 同培地 に播いて生 菌単位 数を測 定した。

その値 は表2に 示す。 さ らに接種 直後か ら週 を追 つて両

群か ら2匹 ずつ の動物 をatrandomに と りだし,全 身

中の生菌単位数 を全身homogenize法1)に よ り測定 した。

これ と併行 してさ らに2匹 ずつの動物か ら肺 ・脾 ・肝の

全臓器 を無菌 的に とりだして1%NaOHを 加 えてhomo・

genizeし,全 量を5mZと して その階段稀釈培養か ら全

臓器 中の生菌単位数 を算定 した。

成 績

1)全 身中の生菌単位数 の推移

接種直後か ら8週 までの間週を追つて全身 か ら回復 さ

れ る生菌単位数 を表2に 示 し,こ れ らの値 と接種 した生

図1H37Ra株 と18-b株 の全 身中にお ける

生存経過の比較

図2H37Ra株 と18-b株 の臓器 内生菌単位数の消長

接 種 生 菌'単 位,H37Ra:1.6×106,18-b:4.6×106

菌単位数の比 を図1に プロ ットして,両 菌株 の宿主体 内

にお ける生存の経過 を比較 した。

18-b株 の持続的 な菌数減少 は宿主体内で増殖を全 くお

こなわ ないで減少 してい く場合の経過 を示す と考 え られ

るが,H37Ra株 の生存 曲線 はこれ とよ く一致 してい る。

2)臓 器中 の生菌単位数の推移

肺 ・脾 ・肝 にお ける各生菌単位数の対数 を週 を追つて

図2に プロ ッ トして両菌株の臓器中 にお ける生 存の経過

を比較 した。この場合に も18-b株 とH37Ra株 の生菌単位

数推移 はよ く一致 してい る。

すなわち肺で は直後 に培養 され る菌数が1週 後 には減

少 してい るが,そ の後は不規則 な増減 を示 しなが ら6～

8週 までつづい てい る。

脾 では両菌株 と も3週 後まで菌数 の増加 を示 し,3週

後に ピークをえが いて以 後は次第 に減少す る。

肝では両菌株 と も持 続的な菌数減 少を示した。

考 察

結核感染組織 を直接培養す ることに よつて感染菌の宿

主体 内増殖力 を推定す る実験 におい ては,培 養材料 とし

て全身 あ るい は臓器 のいずれ を用い るにせ よ,そ れ は感

染菌 のpoPulationを 構成す るあ る一部 の菌 の増殖,他

の一部の生存,そ して さらに他 の一部 の菌 の死滅 の総和

としての菌数 の増加 や減少 を観察 してい るので あ る。す

なわ ち生菌単位数 の増加 や減少 とい う単純 な現象 の背後

には,宿 主 と寄生体 の間の刻 々と うつ り変 るinteraction

に よって種 々に変 化 しうるい くつかの異なつた複雑 な現

象があ ると考 えなければな らない。 しか もこの ような諸

現象 は,感 染条件 による初期の菌分布 と各臓器の機械的

あるい は機能的条件 によつ てそれ ぞれの臓器 ごとに異な

つ た様相 をとるで あろ う。 したがつて宿主体内 において

菌が増殖 したとい うことを決定的 に結論す るた めには,

全身 中のpopulationの 大 きさの増加 を測定す るのが最

も妥 当であ ると考 え られ る。また種 々の菌株の宿主体 内

増 殖力 を比較 す る場合 に も,全 身 中の総生菌数の増減 を

測定す ることに よつては じめて再現性 にとんだ成績 をえ

ることがで きるで あ ろ う。 従来弱毒株BCGと 無毒株

H37Raの 臓器内や単球 中の生菌数 推移 の観察 におい て,

両者の増殖力が逆 であ るとい うよ うな矛盾が み とめ られ

て きた7)の も,結 局臓器内あ るいは単球 内 とい う宿主環9

境の極めて一小部分にお ける現 象の観察 か ら宿 主体 内菌

増殖の全貌 を推論 しようとす る方法 自体 に無理が あつた

ためで あろ う。本実験において全身 中の菌数 推移 を比較

の尺度の ひとつ としたのは このよ うな考察 に もとついて

であつた。

つ ぎに感染の経過 中におけ る菌 の移 動や再分布 につい

て考 えてみ よ う。

pierceら8)はH37Rv,Ravene1,Arnerzangaの3有
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毒菌株 をハツカネズ ミの脳内 に接種 したの ち24時 間後か

ら188時 間後 にわ たつて血液中の生菌の有無 を検索 し,

菌接種後数分の間 は培養に よって血液 中の生菌 を と らえ

ることがで きるけれ ど も,24時 間後 よ りの ちは 宿 主 の

"clearing mechanism"に よつて結核菌 は完全 に血液 中

か ら姿 を消す とのべてい る。 しか しなが らこの事実によ

つて直 ちに結核菌が臓器に固着 し増殖 をは じめたの ちに

臓器相 互間 を移動す ることはない と考 え るのは筒早 であ

ろ う。

Rich9),Lurie10)の 病理組織学 的検索 によつて明 らか

に された よ うに,侵 入結核菌が まず宿主の貧食細 胞に と

らえ られて"intracelIular stage"と よばれ る生活形式 を

とる場合,リ ンパ路 を介 して遊走性貧食 細胞 と共 に菌 が

移動す ることは決 して考 え難い ことではない。 ことに結

核結節,す なわ ち周囲組織か ら一応隔絶 された環 境 とみ

なされ る局在性病変が確立 され るまでの期 間には,増 殖

に好都合 な組織環境への菌の集積や,逆 に宿主の防禦機

転 によつ て菌 を殺滅排除す るのに好適な臓器への菌の移

動 とい う因子 を も考 えて臓器内生 菌数の増減 を評価 す る

ことが必要で あろ う。

ハ ッカネズ ミを宿主 とした場合にH37Ra株 の脾お よび

時 に肺の生菌数が ある程度の増加を示す ことは第1報 に

記載 したが本実験において も再 び確 かめ られた。 ところ

が この よ うな臓器内生菌 数の推移 に もかかわ らず,全 身

中の生菌数 は週 を追つて減少 し増加 の傾向をみせない 。

この ことか ら著 者 らは感染 →罹患 の経過 中に臓 器相互 に

菌 の移動,特 定の時期 に特 定の臓器へ の菌 の集積が あ る

のではないか と考 えた。

この点を朗 らか にす るために ス トレプ トマ イシソ依存

性人型菌18-b株 をえ らんだの は,こ の菌株が つ ぎのよ う

な好都合 な性質 をそなえてい るためであ る。

i)18-b株 は分裂増殖 に適 当量 のス トレプ トマ イシ ン

を必須 とす る5)た めにハツカネズ ミに接種 した場合の生

菌数推移か ら増殖 とい う因子 を除外で きること。

ii)橋 本に よる一連の実験5二6)11)12)によつて明 らかに

されたよ うに,こ の菌株 は母株の有毒人型菌H2株 か ら

ス トレプ トマイシ ンに増殖 を依存す るとい う性質 だけが

変異 した もの と考 え られ,し たがつて菌力 を構 成す る諸

性質 の うちか ら宿 主体 内増殖力 だけが 欠けた菌株 と考 え

られ ること。

このよ うな好都 合な性質 をそなえてい るために,も し

もこの菌株が ス トレプ トマイシ ンを投与 しない宿主の あ

る臓器で菌数増加 を示す な らば,そ れ は感染の経過申 に

その臓器 に菌が集積す ることを意味す ると結論 して よい

で あろ う。 さ らに任意の弱毒株 や無毒株 の生菌 数推移を

この菌株 の それ と比 較す ることに よつて,前 者の増 殖の

有無 や強弱 を推定 す ること もで きると思われ る。

そこでまず18-b株 の全身 中にお ける生菌単位数推移 を

み ると予期 した とお り持 続的に減 少して全 く増加 の傾向

をみせない 。しか しなが ら第3報 に ものべ たよ うにその

減少 経過 は極 めて緩徐で あつて,侵 入後急速 に殺滅排除

され る非病原性抗酸性菌Mycobact.phleiの 生菌数推移

とは本質的 に相異 してい る。つ ぎに脾の生菌単位数の増

減 をみ ると感染3週 後 まで明 らかに脾内菌数 は増 加す る

ので ある。,

この事実 によつて,感 染菌の脾内生菌単位数の増加 に

は固着 した菌の真の増 殖の ほか に,時 と共 に菌が集積 し

て くるとい う因子 も関与 してい ることが朗 らか に さ れ

た。 またこの よ うな菌の集積 は感染3週 後 までに終了 し

て,そ れ以後 は集積 した菌が脾 に固着 して増 殖す るかあ

るい は次第 に死滅排除 され るので あろ うとい うこと も推

定で きる。 さ らに有毒結核菌の宿主体内増殖力 を失 つた

変異菌 は長期聞 にわたつて組 織内に残存 しうるとい うこ

と も明 らか にされ た。

そこで以下 この18-b株 とH37Ra株 の両菌株 を種 々の

立場か ら比較考察す ることに よつて,こ の2つ の無毒性

結核菌の菌力 とい う概念 を設定 し解析 してみ よ う。

まず18-b株 は人型有毒結核菌H2株 か ら橋本 によつて

分離 され5年 間にわたつて極 めて安 定した ス トレプ トマ

イシソ依存性 を保持 してい る。しか も最近橋本6)は この

菌 株が ス トレプ トマ イシンの投 与によつてほ とんど完全

に母株H2株 のてん じくねずみに 対 す る菌力 を回復す る

とい う興 味深 い事実 を確認 した。 この成績 か ら明 らか な

ように18-b株 は菌力 に関与 す る他 の諸 因子は無変化の

ままで ス トンプ トマ ィシン依存性 とい う特異 な性質だ け

が母株 とことなつた変異株 と考 え るこ とがで きる。 この

菌株が てん じくねず みにツベ7レクリン感受性や抗結核免

疫 を附与 す る能力 を もち,ま た静脈 内感染 によつ て臓器

に顕微鏡的結節 をつ くる能力 を もつ1)こ とはこの推論 を

裏付 けす ると思 われる。

一方H37Rv株 の菌 力に関 してはSteenkenの 分離実験

15)以後 の報告 に多 くの不一致が み られ る。Steenken自

身 はこの菌株が通常の感染条件で は全 く宿主 に病変 を設

定す る能 力を失 つ た もの とし,頻 回の動物通過に もかか

わ らず母株H37Rvへ の菌力復帰はみ とめ られない とのべ

てい る15)14)。

その後 この菌株 の宿主体 内増 殖力に関 してPierceら8)

の詳細な実験 がお こなわれ,そ の無毒性 の機作 は 『宿 主

体 内増殖力 の喪失 』 で あ ると結論 された。Suter15)の 単

球組織培養実験 の成績 もこの結論 を支持 す ると考 え られ

る。

ところがPierceら にひ きつづい てお こなわれ たMa-

ckanessら7)の 追試実験で は,H37Ra感 染後 ハツカネズ

ミの臓器か ら培養 され る生菌単位数が は じめの2～3週

の間,と くに脾において増加 す ることが み とめ られ た。

この ことは国立予研結核部保存 のH37Ra株 につい て,金
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井16),佐藤17),著 者 ら1)によつて もみ とめ られ てい る。菌

株 保存条件の相 異に よる菌力復帰 の可能性 はSteenken

ら14)の 否定 に もかかわ らず 一応 考慮 されなければな ら

ない し,こ の点 について はDubos18),Mackaness7)も 指

摘 してい る。 しか しなが ら著 者 らの用いてい るH37Ra株

が,(1)通 常条件の感染でハ ツカネズ ミに病 変 を形 成す

る働 きや宿主 を致 死 させ る能 力 を全 く欠 き,(2)Steen

-ken13)の 記載 した典型的 なRa型 集落 を卵培地 上に作 り,

(3),全 身homogenize法 に よつて測定 され るノ・ツカネズ

ミ体内での生菌数推移 は終止減少 を示 し再現性 に とむ点

か らみて菌力の復帰がお こつた とは考え難 い。

そこでH37Ra株 の宿主体内増殖力 を確定す るために全

身 中お よび 臓器 内の生菌単位数の動 きを18-b株 の それ

らの動 きと比較 したので あるが,両=者 が完 全に一致 す る

ことか らH37Ra株 の宿主体内増殖力の欠除 を結論 して よ

いで あろ う。ただ18-b株 では この増 殖力の欠除が ス トレ

プ トマイシ ン依存性 によることお よび ス トソプ トマィシ

ンの投与 によつて菌力 を復帰す ることが確かめ られてい

るが,H37Ra株 の場合 にはどの よ うな機作 によつて宿主

体内増殖力が欠除 してい るのか,ま た この増 殖力の欠除

が この菌株の全体 としての菌力 を規制す る上に どの よう

に関与 してい るのか,直 ちに結論す るだ けの実験事実に

乏 しい。

この点で極 めて示唆に とんでい るのは,H37Ra株 の大

菌量 を静脈内 に接種す るとハ ッカネズ ミを致死 させ ると

い う事実18)や,有 毒菌株 と同一の毒性物 質が この菌株 か

らも抽 出され るとい うこと19),さ らに その死 菌で宿主 を

前処理す ることに よつて有毒株H37Rvに 対す る感染防禦

力 を附与す ることがで きる20)21)とい う,Dubos一 派に

よつ て明 らか にされ た一連の事実で ある。

以上 のよ うな考察 に もとづ けば,H37Ra株 は18-b株 と

同様 に数多 くの菌力因子の うちか ら宿主体内増殖力が脱

落 した無毒株 と考 え られ るので あるが,こ の増殖力の欠

除だけが欠 除因子か否か は今後の研究 をまつて結論 され

なければな らないで あろ う。

菌力現象 の解析 には動物 に対 して強い病原性 を示す強

毒菌株 を用 い,毒 性物質 の抽 出,精 製や,生.死 菌 ある

いは精製 された菌体成分 のあ るものによつ て宿主組織 に

ひ き起 され る諸変化 の病理学的,生 化学的探求 とい う方

法が第1に とられ る。そして結核菌 に関 して もい くつか

の注 目すべ き業績が集積 されてい る。しか し方法論的 に

は第2の 方 向 として このよ うな強毒菌株か ら変異 した無

毒あ るいは弱毒菌株 を研究 の対象 とし,強 毒→無毒 の変

異の機作や 無毒菌感 染にお ける菌力のreconstruction

の条件を追求す ることに よつて病原微生物 の菌力 を解析

す ること も必要であ ろう。本報 においては このよ うな研

究 方向への出発 点 としてH37Ra株 の菌力,と くにその宿

主体 内増殖力 について実験 と考察 を加 えたので ある。

結 論

ス トレプ トマイシン依存性 人型結核菌18-b株 と人型無

毒株H37Raの ハ ッカネズ ミ全身 中および肺 ・脾 ・肝各臓

器 内におけ る生存,死 滅 の経過 を比較検討 し,後 者が宿

主体 内において分裂増殖す る能力 を欠除 してい ることを

たしか めた。

本実験 は国立療養 所刀根 山病院 山村雄一博士の直接指

導 の もとにお こなわれた。また国立予防衛生研究所結核

部 の 麹沢謙博9士,室 橋豊穂博士,橋 本達一郎,佐 藤直

行,金 井興美 の3氏 か らは実験上の貴重9な助言や示唆,

菌株 の分与 な ど数 々の御好意 を戴い た。併せ記 して厚 く

感謝 の意 をあ らわす。
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