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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
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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。
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