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緒 言

ある種の 細菌 についてはvirulenceの 差異 が その形

態学的,免 疫 学的な性状に密 接に関係す ることが 知 られ

てい る1)℃結核菌 につい て も同様 に コード形成因 子2),

中性赤 との呈色反応5)等 と各菌株 のvirulenceと の関

係が検討 され てい る。 またINH耐 性菌のモルモ ッ ト

に対す るvirulenceが 減弱 す るこ とは 広 く認 め られて

お り,Middlebrookら はその機作 として カタラーゼ 活

性の消失 を重視 してい る4)5)。

一方結核菌のvirulenceを 正常 な 個体 内で 示す増殖

能力 と定義 すれば,菌 株 によ るvirulenceの 差異 は質的

に相違 す るものでな く単 に量的 に異 なるにす ぎない6。

したがってかか る観点か ら結核菌 のvirulenceを 検討

す る場合 に,宿 主体 内に侵入 した菌 のおかれ る環境 と菌

の生存 ないし増殖 との相互関係 の解 明は重要 な課題 とな

る。感染 の結果宿主体 内に成立す る炎症が防禦作用 を有

す るこ とは広 く知 られ てい るが,感 染菌 に対 し阻止作用

を及 ぼす炎症部位 の物理化学的要因 として酸素消費 の増

大に よる酸素張力 の低下,乳 酸 の蓄積,pHの 低 下等 が

指摘 され てい る7)。

前報において数種 の結核 菌について マウスの体 内にお

け る消長 を観察 した さい,INH耐 性菌はH37Ra,B

CGよ り明 らかに強いvirulenceを 保持 す るが その増

殖が感 染早期 か ら阻止 され る成績 を報告 した8)。 以下 こ

れ らの菌株 の モルモ ットに 対 す るvirulenceお よび 中

性赤呈色 反応 を調べ,同 時にINH耐 性菌が上記 の炎

症部位 における諸条件に対 しいか なる態度 を示すか を感

受性菌 の場合 と比較検討 した。

実 験 方 法

1)使 用菌株:INH感 受性 の標準株 としてH37Rv

H37Ra,IBCG,H2の4株,INH耐 性菌 として

H2-RINHお よび,患者の喀疾 よ り分離 したA,B2株

の計3株 を用い た。INH耐 性株 は いずれ もINH

加1%KH2PO4培 地上で10γ/cc完 全,50γ/cc不 完

全 の耐性 度を示 し,カ タラーゼ活性 を全 く消失 した株 を

選 んだ。いず れの株 も1%KH2PO4培 地 に3～4代 継

代 され,INH耐 性株 の継代には10γ/ccINH加 培地

を使用 したが感受 性株 と同程度の良好 な発育 を示 した。

2)菌 液 の調製:in-vivoで 菌 の さ らされ る環境条件

を考慮 し次 の溶液 を用いて菌液 を調製 した9)。食塩13.6

g,塩 化 カ リ0.8g,結 晶硫酸 マグネシ ゥム0.28,第

一燐酸 ソーダ0 .2gを 水100ccに 溶 か し,10%塩

化 カル シ ゥム1滴 を加 えた液 を20倍 に稀釈 し,0.25M

の乳酸 を1/10量 加 え,4%NaOHでpH5.6に 修正

後,120℃ で20分 間高 圧滅菌 を行 った。

1%KH2PO4培 地 上に3～4週 培養後発生 した集

落 をか き取つ て滅菌蒸溜 水で2回 洗滌 したのち上記 の溶

液 に再浮游 し,マ イクロガ ラスホモゲナ イザ ーで2分 間

磨砕後遠心 し,そ の上清 中の菌濃 度を 日立製 の光電比色

計 によ り測定 し,0.5mg/ccの 菌液 を作製 した。

3)動 物実験:あ らか じめ ツベノレク リン反応陰性であ

るこ とを確か めた体重30～4009の モルモ ット各 群3

～4匹 に各菌液0.2ccを 右側鼠径部 の皮 下に接種 し,

接種 後5,9週 後 に屠殺後剖検,肺,脾,肝 の各臓器 を

取出 し,そ の0.5～1gを もっ て定量培養 を行 い,残 り

を フォル マ リン中で固定 し組織学的検索 に供 した。 なお

H37Ra,BCG,H2-RINH接 種 群では接種3週 後 に も

同様 に処理 した。培養 は各 臓器の1%NaOHに よる10

倍稀釈乳剤 を作 つて 原液 とし,10倍 段階稀釈法 を行っ

ておのおの0.1ccず っ を3本 の1%KH2PO4培 地 に

流 し37℃ で4週 間培養後,発 生集落数 を 計算 し各臓

器10mg中 の菌数 を算定 した。 なおINH耐 性菌接

種群 では,5週 後 屠殺時INH加1%KH2PO4培

地に流 し,各 臓器中 に増殖 した菌 の耐性度 を検 した。

4)菌 液 の保存 と生存 菌数の計算;各 菌液 を2ccず

っ5本 の小試 験管に分注 し,各 菌株 にっ き1本 ずっを底

に44%ピ ロガ ロール10cc,20% KOH 30ccを 入

れ た容量200ccの 硝子 ビンに入れ,ゴ ム栓 で密栓封蟻

し37℃ の孵卵 器中に保存 した。なお嫌 気度 の インデ

ィケーター として メチ レン青を加 えた葡萄糖溶液 を小試

験管 に入れ ガーゼの小片 を浸 して同封 した。

保存後,1,2,3,5,7日 後に1ビ ンず っ開封 して小
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試 験管を取出 し,10倍 段階稀 釈法を行いおの お の0.1

ccず つを2本 の1%KH2PO4培 地 に流 し,37℃ で4

週間培養後発生集 落数 を数 え,原 液0.1cc(菌 量0.05

mg)中 に含 まれ る生菌数 を計 算 した。

5)申 性赤呈色反応:菌 液作製時 に試験管底 に残っ た

菌塊 を50%の メタノールで1時 間ずつ2回 洗源後

,5%のNaC1を 含 んだ1%溶 性 バル ビ タール液1こ再

浮游 し,中 性赤 の0.01%溶 液 を添加,30分 間室温 に

放置 し観察 した。

実 験 成 績

1)動 物実験成績:各 菌株 を接種 したモルモ ットにつ

いての実験成績 を表1,2に 示す。

表1各 標 準株 の モル モ ットに 対 す るvirulence

1)剖 検所見A:膿 瘍,G:潰 瘍,S:淋 巴腺腫脹,V.K:乾 酪化

2)生 菌数は各臓器10mg中 の生菌数を示す

5)組 織学的所見 一:正 常,±:細 胞浸潤および充血,+:結 核性

肉芽組織,昔:中 等大の結核結節,柵:融 合した結節および乾酪

化?:巨 大な結節と広汎な乾酪化

H37Rv,H2株 はいずれ もモルモ ット こ強いvirulence

を示 した。H2接 種 群では感 染9週 後の諸所見は5週 屠

殺時 とほぼ同様であったが肝内生菌 数はやや減 少 し,脾

内生菌数 も大 きな変動 をみず,組 織学的所見 もほぼ これ

に併行 した。H37Rv接 種 群はH2接 種 群 よ り強い病 変

を示 しその進行性 も著明で あった。また本実験中唯 一の

死 亡例 であ るH37Rv接 種群 の1匹 は接種 後5日 目に肺

炎 のため死亡 したが,臓 器か ら結核菌 を証明す ることは

で きなかっ た。

H37Ra,BCG接 種 群では いずれ も全経過中臓器 内

に接種 菌の生存 を証 明 しえなか った。感染早期 に組織学

表21NH耐 性 株 の モ ル モ ッ トに対 す るvirulence

記載法は表iと 同じ

的 に証明 され た各臓器 の病変 も強 い腿槌傾 向を示 し

,週屠殺時 にはその組織学的所見 はいずれ も正常 に近い像

を示 し両者 の間に 差異 は認 め られ なかっ た。

INH耐 性菌接種群 につい ての成績 は区々 で,H2-

RINH接 種群は3週 屠殺時肝,脾 に結 核菌を証 明 し脾 に

結核結 節をみたが,肺 には異常 をみず,以 後 は各臓器 内

に菌 を検 出 しえず病変 も漸 次消腿 した。しか し患者 よ り

分離 した2株 はいず れ もこれ より 強 いvirulenceを 示

し,感 染5,9週 後各 臓器に結核性病 変をみ菌 を証 明 し

たが,B株 接種群では5週 剖検時の方が各臓器 と も強い

病変 を示 し,臓 器10mg中 に含 まれ る菌 数 も多 か っ

た。A株 接種群で は9週 剖検時,肝 内生菌数は増加 をみ

たが,肺,脾 におけ る生菌数は減少 していた。また接種

局所 の所見 もH2-RINH株 接種i群では所属淋 巴腺に 軽

度 の腫脹 をみたのみで あったが,他 の2群 はいずれ も皮

下膿瘍の形成をみ,所 属淋 巴腺は乾酪化 して感 染9週 後

も治癒傾向 を認 めなかった。なおINH耐 性菌接種 群

の各 臓器か ら検 出 された菌 のINH耐 性度 は,5週 屠

殺時生菌を翻 しえなかったH2-RINH株 を除いて 他

の2株 はいず れ も10r/ccに 完 全耐 性を示 し接種 時 の

耐性 度 と変 りなかっ た。

2)菌 液 中の結核菌 の消長:嫌 気状態 の もとに保存 さ

れ た菌液 中の結核菌 の生存状態 を表3に 示 した。

H37Rv株 は これ らの 条件 に対 して 強い抵 抗性 を示 し

3日 目まで ほ とんど生菌数 に変化 がないが,5日 目に著

しい減少 をみ,7日 目には菌液0.1cc中 にその生存 を

証明 しえな くなった。H2株 は1日 後 急激 に減 少 し2目

目に もやや 減少 をみたが,3日 目には 大 きな変動 をみ

ず,以 後H37Rv株 と同様 な経過 を とっ た。

BCGは 徐 々に減少す る傾 向を示 し,上 の2株 と同

じく7日 目には菌液0.1cc中 に生菌 を証明 しえなかっ

た。H37Ra株 の経過 は明 らか にH37Rvはてはてと相違 し,
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表3嫌 気状態下における乳酸加菌液中の結核菌の消長

菌液 中の生菌 数はBCGと 同じ く持続的 に減少 し,5

日目以降は その生存 を認め えなかった。

H2-RINH株 もまた 感受性母株H2の 経過 と 異 な り

1日 後に著 しい生菌数の減少をみ,2日 目以降は もはや

全 く培養 しえなかった。患者 よ り分離 したINH耐 性

の2株 については その うちの1株 はH2-RINH株 と 全

く同 じ経過 を示 したが,他 の1株 はH2株 に類 似す る

経過 を とり7日 目に も なお その01cc中 に8コ の菌

が生存 していた。また毎 目培養 時各菌液 の塗 抹標本を作

り,染 色鏡検 したが染色 性,形 態 に大 きな変化 をみなか

っ た。

表4各 菌株の中性赤呈色反応

3)各 株 の中性赤呈色 反応:表4に み るご とくH37Ra

株 のみ着色 を みず,BCGお よびINH耐 性株 のい

ずれ も強毒株 と同程度 に 紅色 を呈 し 上清は黄色 となっ

た。

考 察

INHに 対 して耐性 を獲得 した 結核菌 の モル モ ッ ト

に対す るvirulenceが 低下す る 場合が あるこ とは すで

に多 くの研 究者に よつて報告 されてい るが,こ の実験 に

用いた いずれのINH耐 性株 もH37Rv,H2の ごと

き強毒株 に比 しそのvirulenceは 弱い。 しか し同 じI

NH耐 性 度を示 し全 くカタラーゼ活 性を消失 したIN

H耐 性株 で も,そ のvirulenc6の 減弱 の程 度は 大 きな

差異 を示 してい る。 その モルモ ッ トに対す るvirulence

を標 準株 と比較 す ると,H2-RINH株 はH37Raな い し

BCGに 近 く,患 者 よ り分離 した2株 はむ しろH2株

に 近 い。一方 強 毒 株H37Rvお よびH2と の 間 で も

virmenceの 差異は著 し く,H2-RINHのvirulenceが

他 の2株 に比 して著 し く低い こ とは,そ の 感受性母株

H2のvirmenceが すでに 他 の標 準 強毒株 に比 し相 当

低い こ とに起因す ると考 え られ る。 したがってINH

耐性菌のvirulenceを 検討す るさいその感受 性母株 との

比較 が必要で あ り,株 を異 にす る感受 性株 との比 較は十

分 な考慮 を要す る。

MiddlebrookはINH耐 性菌 のvirulence減 弱 の

機作 としてカタ ラーゼ活性の消失 を重 視 してい る45)。

しか し明瞭 にvirulenceの 差 異を示す,こ こに用い たI

NH耐 性 の3株 がいず れ もカタラーゼ 活性 を全 く消失

してい るこ とか ら,そ のvirulenceの 減弱が カタ ラーゼ

活性の消失にのみ起因す る とは考 え られ ない 。また結核

菌 のvirulenceに 関与す る因子 としてその中性赤結 合力

を調べ たが,こ こに使用 した5株 につ いてはH37Raの

みが陰性で あつた。 しか しBCG,INH耐 性株 お よ

びH37Rv,H2株 の間になん らの 差異 も認 めえず 中性

赤結合力がすべ ての結核 菌のvirulenceの 程 度に関与す

る共通 の 因 子であ るとは考 え られない。Dubosは,B

CGの ご とく生体 内で ある程度増殖 し うる弱毒株 では

コー ド形成,中 性赤結合力等 の強毒株 の特徴 とされ る諸

性状は,H37Raの ご とき無毒株 の場合 と異 なっ て必ず

し も消失 せず,そ の生体内にお ける増殖 を阻 む病変部位

の諸条件の重 要性を指 摘 してい る10。 したがっ てBC

Gよ りさ らに著 明な生体 内増 殖能力を保 持す るINH

耐 性菌 のvirulenceの 検討 に当つて,そ の増 殖を阻止 し

よ うとす る生体 の示す炎症反応 の重 要性を無視 しえない

で あろ う。

宿主体 内に侵入 した細菌は感染局所に炎症 を惹起 し,

ある ものは さらに増殖 して炎症反応 もそれ に従つ て強ま

るが,あ る ものは増殖 を阻止 され て炎症 も消槌す る。 し

たがって感染 早期 の炎症 部位におけ る菌の増殖の可否は

感 染症 の経過に決定的な役割を果 しその細菌の病 原性に

密 接な関係を もつ。炎症 の防禦作用 につ いては以前か ら
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多 くの事実が認 め られ てい るが,炎 症局所 におけ る循環

障害,局 所 に集 まった拝盒紬胞 の活 発な活動の結果 そこで

は嫌気 的解糖作用が 強 く促進 され,各 種 の代謝物質 と く

に乳酸が蓄積 しpHは 低下す る11)。Dubosはこ れ らの

炎症部位 におけ る物現化学 的因子 と感 染菌 との相互 関係

を検討 して,こ れ らの因子が すべての感 染症 の経過 に重

要 な意義 を もち,と くに結核症 の ごとく感染 教期 に菌の

細胞 内増殖 と広汎 な壊死 を伴 う感染症 の経過 に決定的な

意義 を有す る と述 べてい る10)。

本 実験 では上 にあげた3因 子がin-vitroでINH耐

性菌 を含 む各種 の結核菌 の生存 にいかな る影響 を及 ぼす

か を検討 したが,強 いvirulenceを 示すH37Rv,H2株 は

いずれ も長期 間にわ たつ てこれ らの諸条件に対 して強 い

抵抗性 を 示 した。 しか しH2のpopulatio獄 を構成す る

菌の大 半はH37Rv株 よ り抵抗 性が弱 く,1日 後 に生存

菌 数は約1/100に 減少 してい る。H37Rv株 がモル モ ッ

トに対 し接種菌数が少 ないにかか わ らずH2株 よ り強

いvirulenceを 示 してい るのは,宿 主体内で これ らの因

子によ る陶汰作用 のためH2株 の大 半が死 滅 ない し増殖

を抑制 され ることが1っ の要 因 と考 え られ る。次に これ

らの条件 のINH耐 性菌 の生存 に対す る阻害効果 を検

討す る と,こ こに 使用 した3株 の うち2株,H2-RINH

お よびB株 は1日 後 に全 く消滅 しその抵 抗性は著 し く

弱い。他 の1株 はか えつ てH37Rv株 よ り強い抵 抗性 を

示 したが,こ の株 を接種 したモル モ ッ トの肝 内で菌 は持

続的に増殖 し,他 の2株 よ り強いvirulenceを 保 持す る

ことが証明 された。すなわ ち同程度 のINH耐 性 度を

示 しカタラーゼ活 性 を全 く消失 した結核 菌で もvirule

-ceの 程度を異にす ると同時にこれ らの 条件に 対す る抵

抗 性が異な る。 この実験で検討 した実験条件,す なわ ち

乳酸濃度,pHお よび嫌9気状態 はいずれ も宿主体 内の炎

症 部位 に実在 す る範 囲にあ リ ユ2),virmenceの 低下 を示

すINH耐 性株 の これ らの条件 に対す る抵 抗性が感 受

性 強毒株 に比 し低 い ことはその カタラーゼ活 性の消失 と

ともに注 目に値す る。先 に第1報 で,マ ウスの体内で一

たん増 殖 したINH耐 性菌が 間 もな く減 少す る事実 を

指摘 したが,モ ルモ ッ トの場合に も接 腫後感受性 強毒株

と同様 に各臓器 内で増殖 したINH耐 性菌 は9週 後 に

は減少傾 向を示 し発生 した病変 も軽 減す る。 この実験で

経過観察に用い た動物は各菌株 について1匹 にす ぎなか

っ たが,INH耐 性菌に よ りモノレモ ッ トの 臓器内に生

じた病変が 治癒傾向 を示 す こ とは すでに 知 られてい る

15)～15,。す なわ ちINH耐 性株 と感受性強毒株のvi-

rulenceの 差は一 たん体内で増殖 した菌 と成立 した病変

の,そ の後 の進展 の相違 にある と考 え られ る。宿主体内

の各臓器に定着後増殖 した結 核菌は 自 ら惹 起 した炎症 部

位 の物理化 学的諸条件下におかれ る。その結 果 これ らの

条件に対す る抵 抗性の弱いINH耐 性菌 は死滅 し一た

ん成立 した病変 も漸 次消滅 の経過 をた どるであろ う。一

方強 い抵抗性 を示 す強毒株 は炎症反応 の示す防禦作用 に

うちかっ て さらに増殖 を続 け病変 は拡大 し進行性 の病変

を形成す るにい たる と考 え られ る。 しか し これ らの条件

下で,も っ ともvirUlenceの 弱いH37Ra株 の生存期 間

はINH耐 性株 よ りは るか に長い。 また 弱毒株 であ

るBCGはH37Rv株 よ り長 時間にわ た り生存 し うる

能力を もち,す べ ての結核菌 のvirmenceの 差異が これ

らの諸条件に対す る抵抗性 にのみ起因す る ものでない こ

とを示 してい る。 これ らの事実 は宿主 の先天的抵抗性等

の諸問題 とと もに,結 核菌 のvirmenceが2,3の 特定

の条 件に依存 す る もので な く宿主 および感染菌 の両側 に

お ける諸因 子の複雑 な相互 関係 として把握 さるべ きこ と

を示唆 してい る。

以上の実験で 炎症 反応の示す 特性 として 乳酸に よる

pHの 低 下 と嫌 気状態 にっいて検討 したが,こ れ らの因

子の うちいず れが結核菌 の生存 に対 して決定的な役割を

果すか にっいて さ らに検討 を進 めねばな らない。

結 論

H37Rv,H37Ra,H2,BCGお よびH2-RINH株 ,

患者 の喀疾か ら得 たINH耐 性株2株 の計7株 にっい

てモルモ ット こ対す るvirulenceを 比較 し,同 時に各株

の中性赤呈色反応 を調べ た。 さ らに宿主体 内に発生 した

結核 性病変部位 に おけ る 各菌株 の消長 を 追求す る 目的

で,乳 酸 を加 えて酸性に した菌液 を嫌 気的に保 存 して そ

の生存 状態 を観察 し次の結 果 を得た。

1)カ タラーゼ活性 を消失 したINH耐 性菌 のモル

モ ッ トに対 す るvirulecceは 低下す るが その減弱度は菌

株 によっ て異 な る。

2)virulence低 下 の著 しいINH耐 性菌 は 乳酸 に

よるpHの 低下 と嫌気状態 に対 して著 しく抵抗性が弱

い。

3)中 性赤結合反応 はINH耐 性菌 と標準 強毒株 と

の間 に差異 を認 めない。

なおINH醗 性菌のvirulence減 弱 および各株 の示

すvirulenceの 差異 につい て2,3の 考察 を加 えた。

終 りに臨 み本実験が伊豆逓信病 院の藤 田 ・後藤両先生

な らびに動物飼育 に当 られた佐藤氏 の御 協力 によ るもの

で あるこ とを付記 し謝意 を表す る次第 である。 また懇切

な御指導・御校閲 を賜わつ た伝染病研究所臨床研究部の

北 本教授,福 原博士 の御好意に心か ら感 謝 して筆 を欄 く。
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