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P32標 識菌 に よる結核 菌の毒 力 に関す る研 究(第2報)

山 村 好 弘

国立療養所刀根 山病院(院 長 渡辺三郎)

(指導 九州大学医学部医化学教室 山村雄一教授)

受 付 昭 和33年1月14日

結核菌が宿 主体 内に侵入 した時,こ れ らの菌 はまず白

血球に よつて喰菌 され,そ の後毒力菌は増殖 し弱毒菌 は

喰菌処理排泄 され るが毒力菌が宿主体 内で増殖す るため

には,ま ず白血球な どの宿主の示す抵抗 との戦闘 に うち

かたねばな らない。すなわ ち少な くと もこれ らの菌が白

血球 によつ て容易 に消化処理排泄 され る もので あつては

な らない。 しか るに,最 近Blochら は有毒結核菌 のlipid

中 にinvitroで 白血球 の遊 走 を阻害 し,ま た この少量 を

反復注射す ることに よつて マウスを致死 せ しめ る毒性物

質 の分離 に成功 しこれ を精製 して,こ の ものがtrehaｌose

6-6'dimycolateで あ ることをみ とめ,こ れをcord

factorと 命 名 してい る1)～7。 またSpitzuagelも 同様 の

マウス致 死物質 を分離 してお り8),一方Choucrounも

家兎 に対す る毒性物質 を,有 毒結核菌のlipidよ り分離

してい る9)。しか るに無 毒菌の入型結核菌H37Ra株 や鳥

型結核菌か らは このよ うな毒性物質 は分離 されてお らな

い。 そこで この よ うな毒性物質 を菌体成分 として有す る

と考 え られ る有毒結核菌や,少 量か あるい はほ とんど有

してお らない と考 え られ る無毒結核菌が,宿 主体 内で ど

のよ うに白血球 に喰菌処理 され,そ して毒力菌 の有す る

毒性物質が その際いか な る役割 を演ず るか につい て解 明

す る ことは興味 ある問題 で ある。 これ を 検討 す るため

に,著 者 はP32標 識菌 を使用 したが,菌 の増殖,お よび

これ に伴 う代謝 によるP32のtumoverを な くす るた め

に加熱死菌 を使用 して,こ れ をマウ スに注入 し,P32の

消失 を指標 としてマウスの体 内か ら,有 毒結核菌 および

無毒結核菌 の菌体 がいかに処理排 泄 され るかを比較検討

した。 この ことに関 してはす でに第1報 におい て2～3

の菌株 につ い て報省 したが10),今 回は さ らに多 くの菌

株 につい て観察検討 したので ここに報告 す る。

実験材料お よび実験方 法

使用動物 は,生 後6～8週 の体重15g前 後 のマウスの

純 系NA-8株(大 阪純系試験動物研究所 よ り購入)

の雄 を使 用 した。使 用 した菌 は本院保存 中の有毒 入型結

核 菌H37Rv株,無 毒人型結 核菌H37Ra株,有 毒牛型結

核 菌三輪株,BCG,Mycobacterium607,鳥 型菌 竹尾

株お よび獣調株(以 後H37Rv,H37Ra,牛 三輪,BCG,

M.607,鳥 型菌竹尾株 および獣調株 と略記)で あ る。そし

て これ らの菌 を ラヂオアイ ソ トープのP32を 培地1ccに10

～20microcurieの 割にNa2Hp32O4の 形 で加 えたSauton

培地 に培養 した。そ して発育 が最高に達 した時,恒 温槽

で60℃1時 間加熱 滅菌 した後,こ れ を濾過水洗 し,濾液

にP32の 放 射能がな くな るまで よく洗 い,濾 紙で水分 を

除去 した後,め の うの乳鉢 で磨砕 し,蒸 溜水で 均 等な

P32標 識死菌 浮遊液 を作成 した。 これ らの菌 は培地 中の

P32を 摂取 しなが ら増 殖 して きた ものであ り,し たがつ

て菌 体内燐 化合物中には平等 にP32が 分布 して標 識 され

てい る もの と考 え られ る。 これ らの菌 の湿量0.5mg(約

5,000～10,000c.p.m.の 放射能 を有す)を1群 約20匹 のマ

ウスのおのおのの尾静脈 か ら注入 し,5～7日 目毎に屠

殺 して,2匹 ずつ全 身お よび 肝に存在 す るP32を 測定

し,算 術平均値 を もつ て測定値 とした。全身 お よび肝に

存在 す るP32の 測 定はすでに報 告 した ご とく10,全 身

は マウス全身homGgenize法 によ りマウスの全 身 を電気

mixerでhomogenizeし た後一定量 を と り,ま た肝 は マ

ウスを エーテルで殺 した後 と り出 した。 そして肝お よび

全身 の 難omogenateを 濃塩酸 と濃硝酸の混液 で湿式灰化

を行つた後燐 モ リブデ ン酸 アンモンの沈澱 としてGeiger

-Maller Counterで 測定 した。なお この際P32の 放射能

にたいす る沈澱の 自己吸収は,あ らか じめ既知の沈澱量

に笈たい して測定 された 自己吸収曲線 によ り,ま たP32の

自然減衰 は表 によつ て補正 した。 そして全 身お よび肝に

存在す るP32の 量は,注 入 されたP32の 放射 能にたいす

る百分比 で表 わ した。すなわ ち注入 され た放射能 の何%

が全身 および肝 に存在 するか とい う値で表わ した。 そし

て全身 および肝 に存在す るP32の 量 を 日数 を追つて観察

す ることによつて,注 入 された菌 体が生体 内で どの よ う

に処理排泄 され るか を推定 した。

実 験 結 果

1)注 入菌体 のマウスの体 内におけ る分布

H37Rv,BCGのP22標 識60℃,1時 間加熱死菌0.5

mgを0.25ccの 蒸溜 水に懸 濁 してマウスの尾静脈 よ り注

入 し,24時 間 を経過 して注入 され た菌体が各臓器に固着

した時のマウスの体 内にお ける放射能の分布 を示す と表

1の ご とくであ る。 この際肺,腎,脾 の放射能の測定は

肝に準 じて行つた。 この表 か ら24時 間後 では肝 は もつ と
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表1P32標 識加熱死菌 の湿菌量0.5mgを マ ウスの尾静脈か ら注入 した場合のP32の 体 内の分布

表2各 種P32標 識結核菌 の加熱死菌0.5mgを 注入 した場合 のマウスの全 身お よび肝 に存在 す る

P32の 放射 能の推 移(P32の 自然減衰,沈 澱の 自己吸収はな き もの として計算 に よ り補正)
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も高い放射能 を示す。すなわ ち臓器中では肝 に最 も多 く

の菌体が存在 す ることが推定 され る。 これ はマウスの場

合尾静脈 よ り菌 を注入す ると解剖学 的に肝臓 を一度通過

した後 に心臓 に入 るために最初 の毛細血管 に分れ る とこ

ろの肝 に最 も多 くの菌体が機械的 に補促 され るためで あ

ろ うと考 え られ る。

なお肺,脾,腎 の放射能は肝 に くらべて小 さい。 した

がつ て放射能 を測定す るさい放射能 の値が低 くて誤差が

大 となるた めに臓器 の代表 として今後 は肝 のみを測定す

るこ とにした。

図1各 種P32標 識結核菌 の加熱死菌0.5mgを

マウスの尾静脈か ら注入 した場合 の全身か

らのP32の 消失

全身

図2各 種P32標 識結核菌 の加熱死菌0.5mgを

マ ウスの尾 静脈 か ら注入 した場合の肝か ら

のP32の 消失

肝

2)種 々の毒力水準の加熱死菌 を注入 した場合 の,マ ウ

スの体内か らの菌 体の処理排泄速 度

H37Rv,H37Ra,牛 三輪,BCG,M.607,鳥 型菌 竹尾

株 お よび獣調株 のP32で 標識 した60℃1時 間加熱 死 菌の

湿量0.5mgを 含 む菌体浮遊液 をマ ウスの尾静脈 よ り注入

した場 合の,全 身 および肝のP32の 推移は表2の ご とく

で あ り,こ れ を図示 したのが 図1,2で あ る。なお この

際 の値 は2～3匹 の算術 平均値 を もつ て表 わ してい る。

この表 および図か ら明 らか なご とくH37Rv,牛 三輪 お

よびBCGを 注入 した場 合は,H37Ra,鳥 型菌 竹尾株 お

よび獣調株 を注入 した場合 に くらべて,P32の マ ウスの

全身 および肝か らの消失 は ゆ るやかで あ り,M.607は

その中間に位 する。 このこ とか ら有毒菌 であるH37Rv,

牛三輪,お よび弱毒菌 のBCGは 無毒菌 のH37Ra,鳥 型

菌 竹尾株 お よび獣 調株,M.607に く らべ て 死菌 で も

invivoで ゆ るや かに喰菌 され,処 理排 泄 され ることが

推定 され る。 したがつて,有 毒菌 の菌 体成分 中には無毒

菌 に くらべ て宿 主体 内で喰菌 処理排 泄を遅延 せ しめ るよ

うな物質が存在 す ることが考 えられ る。 このよ うな結果

はBloch1)～5)お よびSpitznagel8が 有毒菌 およびBC

Gの 菌体lipid中 よ りcordfactorの ご とき毒性物質 を

分離 してい るが,無 毒菌 のH37Raや 鳥型菌 か らは分離

してお らない こととくらべ て興味 ある事実で あ る。

また これ らの各菌株 を注入 した場合 のP32の 排泄 は図

1,2に 示 すよ うに縦軸 に対数座標 を,横 軸 に普通座標

を とる と,大 体10貝 以後 ではP32の 消失 曲線 はほぼ一定

となつ て直線 に近 くな る。 したがつ て注入10日 以後 にお

い てマ ウスの全身お よび肝 に存在す るP32が1/2に 減少す

る 日数,す なわち生体 内か らのP32の 半減期 で この曲線

の特性 を表 わす こととす る。なお この場合,P32の マ ウ

ス体 内か らの消失 か ら,体 内に存在す る注入菌体 の量 を

推定 す るのであるか ら,別 に存在す るP32の 放射能 の自

然減衰 は表 によつ て補正 して自然減衰 のない値 として計

算す る こととす る。 このよ うにして図1,2か らP32の

マウスの全身お よび肝か らの半減期 を求 める と表3の ご

とくで ある。 この表か らP32標 識加熱菌体 を注入 した場

合,注 入10日 以後 におい て,マ ウスの全身 および肝 に存

在す る菌体中 のP32が1/2に 減少す る 日数,す なわち全身

お よび肝 に存在す る菌体が1/2に減少す る と考 え られ る日

数はH37Rv,牛 三輪,BCGで は25～50日 を要 し,

H37Ra,鳥 型 菌竹尾株 および獣調株 では10日 前 後 であ

り,M.607は15日 前 後で ある。 したがつ て毒力菌 は無

毒菌に くらべて死菌で も生体 内で消化排泄 され るには約

3～5借 の 日数を要 す ることが考 え られ る。

3)各 菌株 のマ ウスの体 内か らの処理排泄速 度につい て

の再現性

P32標 識加熱死菌 を注入 した場合,マ ウスの体 内か ら

のP32の 消失が各菌株 について再現性 を有す るか否かに
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表3各 種P32標 識結 核 菌の加熱死 菌 をマ ウス

の尾静脈 か ら注入 した時の10日 以後 におけ る

全身お よび肝か らのP32の 半減期(だ たしp32

の自然減衰 はない もの として計算 に よ り補正)

図3P32標 識H37Rv加 熱死菌0.5mgを 異 なつ

た時期 にマウスの尾静脈か ら注入 した場合

の全身か らのP32の 消失

全身

図4P32標 識H37Rv加 熱死 菌0.5mgを 異なつ

た時期 にマウスの尾静脈か ら注入 した場合 の

肝か らのP32の 消失

肝

図5P32標 識 鳥 型菌 竹 尾株加 熱死菌0.5mgを

異 なつた時期 に尾静脈か ら注入 した場合の マ

ウスの全 身か らのP32の 消失

全身

図6P32標 識 鳥型菌 竹尾株加 熱死 菌0.5mgを

異なつた時期に尾静脈か ら注入 した場合のマ

ウスの肝か らのP32の 消失

肝

ついて検討 した。

今代表 として培養 によ り,菌 膜 がほぼ培地 の表面 を被

つ て発育 が最 高に達 した時のH37Rv,鳥 型菌 竹尾 株 の

P32標 識加熱死 菌湿量0.5mgを 異 なつ た時期 にマ ウスの

尾静脈 よ り注入 し,P32の 全身 および肝 か らの消失 を測

定 した。その結果 は図3～6の ご とくで,H37Rv,鳥 型

菌 竹尾株 ともそれぞれの菌株 につい ては注入10日 以後 に

おいては3回 とも大体 同 じよ うな速 度でP32が 消失 して

ゆ くご とが み とめ られ た。な お肝では実験に よ り最初の
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菌の定着す る量 が多少異な るよ うであ るが,こ れは菌 の

懸濁の状態や マウスの体 重の大 きさが影響 してい るので

はないか と考 え られ る。 しか しなが ら,定 着 す る菌 量は

違 つ て も消 失 してゆ く速度は,P32の 消 失 曲線がほぼ

同 じ傾斜 を示 すこ とか ら,大 体等 しい ことがわか る。 し

たがつ て菌株毎 のP32の 消失は ほぼ一定で あ り,再 現性

を有す る もの とみ とめ られ た。

考 察

最近 アイ ソ トープによつ て結核菌 を標識 し,こ れ を ト

レーサ ーとして2,3の 結核 にたいす る実験的研究が行

われてい る。すなわ ちStromはP32でBCGを 標識 し,

これを人およびモルモ ットの皮内に注射 して,そ の体 内

の移動の様子 を観察 し結 核に感染 した もの と,感 染 しな

い もの との間 の 差 を報 告 してい る11)。 またGerstlら

はN15標 識菌 を使用 して,こ れ をモル モ ットに注射 し,

体外へのN15の 排泄の差 を追究 して,毒 力菌 と非毒力菌

とについて観察 してい る12。

著者は,P32で 結核菌 を標識 し,そ の加熱菌体 をマウス

の体 内に注入 し,P32の 消失 を指 標 としてマウスの体 内

で これ らの菌体が どのよ うに喰菌処理排泄 され るか を観

察 した。p32に よつ て結核菌 を標識 したのは菌体 中には

リンが相 当量含 まれ るために高い放射能 の菌が得 られ,

またP32の 放 出 す るβ線 は強 い エネ ルギ ーを 有 して

Sample等 の自己 吸収が少 な く,し たがつ て放射能 の測

定が容易 なためであ る。

しか しなが ら,半減期がやや短 かい ことは長期 の観察 に

困難 であ り,ま た この場合死菌 を用 いてい るか ら菌体 自

身 の代謝お よび増殖に よるP32のturn-overは ない もの

と考 え られ るが,生 体 内で処理 されて菌体か ら遊離 して

くるP32が そのまま排泄 されず に組織中 に再摂取 され る

とい う可能性が存在す る。まための うの乳鉢で菌体 を磨

砕 して菌液 を調整 す るさい機械 的な操作 によつ て菌体が

破 壊 され若干 の水に可 溶性 のP32(菌 液 の放射能 の20～

35%に 相 当す る)が この菌液 中に遊離 して くる。すなわ

ちこれ らの菌液 中には 菌体 にふ くまれてい るP32以 外

に,水 に可溶性 のP32を 含んでい ることにな る。この水に

可溶性のP32は,菌 体 を濾取す るさい よ く水洗 して培地

のP32を 洗い流 してい るか ら培地中に あるP32に 由来す

る ものではない。 また これ らの洗際菌体 を長時間蒸溜水

中 に浸 して おい て もほ とんどP32が 蒸溜水.中にみ とめ ら

れ ない ことか ら,菌 の表面 に吸着 され た ものや菌体 内部

か ら浸 み出て きた もので もない 。そ して これ らは乳鉢 で

菌体 を磨砕 す る時にのみ溶 出 して くるので,機 械 的な操

作 によ る菌休 の破壊 によつ て溶出 して くるものであ ると

考 え られ る。 さて このよ うな水 に可溶性 で,菌 体にふ く

まれ ないP32が,実 際 の菌体 のマ ウス体 内か らのP32の 消

失 曲線 に どのよ うな影響 をあたえ るか とい うことが 問題

になつ て くる。すなわ ち先に測定 した マウス体内か らの

P32の 消失 曲線が菌体 自身 の処理排泄状態 を正確に表わ

してい るか ど うかにつ いて検討 す る必 要があ り,そ のた

め次 の ごとき実験を行つた。

実験方法 としてはすでに述べた ような方法でH37Rv,

鳥型竹尾株 のP32標 識加熱死菌浮遊液(1ccに 湿菌量

2mgを 含む)を めの うの乳鉢で磨砕 して作成 した。 そ

してこの菌液 の一部 をSpincoL型 で38,000回 転30分 間遠

心沈澱 を行つ てその上清 を分離 した。それ らの菌液 およ

びその上清 は 表4に 示す よ うなP32の 分布 を示 して い

表4め の う乳鉢 で作 成 したP32標 識加熱死菌浮遊液 の放射能 とそれ にふ くまれ る

水 に可溶性 のP32の 放射能 の割合

る。そ して この(1)加熱死菌浮遊液(水 に可溶性 のP32と

菌体 のP32を ふ くむ)お よび(2)この上清(水 に可溶性 の

P32の みをふ くむ)を おのお の0.25ccず つ別 々の群の マウ

スに注入 して全身 および肝 に存在す るP32の 値 を 日数 を

追つ て測定 した。そ して(1)を注入 した場合 の全身 および

肝 に存在 す るP32の 値か ら(2)を注入 した場合 の全身お よ

び肝のP32の 値 を差 し引いた値 を もつ て,全 身お よび肝

に存在 す る実際 の菌体 のP32の 値 であ るとして,日 数 を

追 つて観察 した。

実験結果 は,H37Rvを 使用 した場合は図7の ごとく
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であ り,鳥 型 竹尾株 を使用 した場合 は図8の ご とくで あ

る。

図7P32標 識 菌液中 にふ ぐ まれ る菌体 以外 の

水 に可溶性 のP32が 実際の菌体P32の マウス

体内か らの排泄に及ぼす影響(H37Rv加 熱死

菌 を使 用 した場合)

図8P肥 標識菌液 中にふ ぐまれ る菌体以外 の

水 に可溶性 のP32が 実際 の菌体P32の マウス

体 内か らの排泄 に及ぼす影響(鳥 型菌竹尾株

加熱死菌 を使用 した場合)

この図においてcurve Aは(1)の 加熱死菌 浮遊液 を注

入 した場合の全身 お よび肝か らのP32の 消失 す る割 合を

あ らわ した 曲線 で あ り,curve Bは(1)の 菌液 の中にふ

くまれてい る水 に可溶性 のP32の 全身 および肝 か らの消

失 曲線 であ る。 したがつ てcurve Aか らcurve Bを

差 し引いたcurve Cが,水 に可溶性 のP32を 除い た菌

体 のみにふ くまれ るP32の 全身 および肝か らの消失 曲線

であ る。なおcurveCは 計算 によつ て求 め られ た もの

であ り,そ の値 は対数座標 によつ て示 され てい る。 さて

このcurve Aとcurve Cと を比 較す ると注入10日 目

以後 において は両者 の;傾斜 には大 きな差 をみ とめず,こ

の2つ の曲線はほほ接近 し,同 時 に直線 に近 くなつて く

る。 したがつ て注入10日 以後 におい ては,curve Aで

curve Cを 代 用す ることが で きるよ うにな る。すなわ ち

注入10日 以後においては,こ の よ うな菌体 にふ ぐまれな

い水 に可溶性 のP32が あつ て も,マ ウスの体 内に残存 す

る最 は僅少 で実際 の菌体 のP32の 消失 曲線 にはほ とん ど

影響 をあた えない こ とが わか り,実 験毎 に水 に可溶性 の

P32の 消失 を測定 しな くて もcurve Aで 菌株間の比 較

が で きるよ うに思 われ る。また このよ うに水 に可溶性 の

P32が 速 やかに 排 泄 さ れ るこ とか ら,菌 体 が マ ウ ス

の体 内で喰菌処理 され て遊離 して ぐるP32が,再 び組織

中 に再摂取 され て もP32の 消失 曲線 にはあま り大 きな影

響 をあた えない よ うに思われ る。 したがつて注入10日 以

後で はマ ウスの体 内のP32の 値は ほぼ菌体内 にふ ぐまれ

てい るP32の みを表わ してい るよ うに考 え られ る。

総 括

著者は,各 種 有毒 ・無毒結核菌 をP32で 標識 し,そ の加

熱死菌 をマウスの尾静脈 よ り注入 して,全 身 および肝 に

存在す るP32を 日数 を追つて測定す るこ とによ り,そ れ

らの菌体が マウスの体内で どのよ うに喰菌処理排泄 され

るか を,観 察 した。 そして その結果有毒菌 を注入 した場

合は,無 毒菌 を注入 した場合に くらべ て,マ ウスの全身

および肝に残留す るP32の 量は大で あ り,し たがつ て,

有毒菌は無毒菌に くらべ て死菌で も生体内で処理排泄 さ

れ に くい ことが考 え られ る。 また このこ とは各菌株毎 に

再 現性 を有す ることが確かめ られた。つ ぎに マウス体 内

に存在す るP32が,注 入菌体にふ ぐまれ るP32を 表 わし

てい るか ど うかについて考察 し,菌 体 自身 にふ ぐまれ る

P32を ほぼ表 現 してい る もので あることを認 めた。

稿 を終 るに臨み,終 始 御指導 を賜わつた九州大 学医学

部 医化学 教室 山村雄一 教授,お よび厚 生省医務局国立療

養 所課関誠一郎博士 に深謝す る。

本論文 の要 旨は第12回 日本結核病学会近畿地方会(昭

和30年10月 大阪),第10回 厚生省 医務局研究 発表会(昭

和30年11月 東 京),第1回 日本 アイ ソ トープ会議(昭 和

31年8月 東京),第1回 日本原子力 シンポジ ウム(昭 和

32年1月 東京 〕,お よび,第16回 日本結核 病学会近 畿地

方 会(昭 和32年11月 大 阪)に おいて発表 した。また1958

年9月 ジユネーブで開催 され る国際 連合主催 の原子力 平

和利 用国際 会議に提出 され る日本論文 の一つ として推せ

ん された。



1958年6月 441

文 献

1) Bloch, H.: J. Exp. Med., 91: 197, 1950.

2) Sorkin, E., Erlenmeyer, H., and Bloch, H.: 

Nature, 170: 124, 1952.

3) Bloch, FL, Sorkin, E., acd Erlenmeyer, FL 

Am. Rev. Tuberc., 67: 629, 1953.

4) Noll, H., and Bloch, H.: Am. Rev. Tuberc., 

67: 828, 1953.

5) Asselineau, J., Bloch, H., and Lederer, E.

 Am. Rev. Tuberc., 67: 853, 1953.

6) Noll, H., and Bloch, H.: J. Biol. Chem., 214:

 251, 1955.

7) Noll, H., Bloch, H., Asselineau, J., and 

 Lederer, E.: Biophys. Biochem. Acta, 20:

 299, 1956.

8) Spitznagel, J. K., and Dubos, P.J.:

 J. Exp. Med., 101: 291, 1955.

9) Choucroun, N.: Am. Rev. Tuberc., 56:

 203, 1947.

10) 山 村 好 弘 ・谷 淳吉 ・寺 井武 雄: 結 核, 31: 

41～45, 昭31.

11) Strom, L.: Acta Tub. Scand., 31: 141, 1955. 

2) Gerstl, B., Delwiche, C. C., Davis, W. E ., Jr.,

 Kirsh, D., and Ramorino, P.M.: J. Bact.,73:

 353, 1957.


