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緒 言

イ ソニコチ ン酸 ヒドラジッド(INH)に 対 し耐性 を

獲得 し,同 時に カタラーゼ活性 を失っ た結核菌が モルモ

ッNに 対 してvirulenceの 低下 を示す ことについ てはす

でに多 くの報告 があ るが1～10),マ ウスに対 しては少数

の例11)貸15を 除いて静脈内接種法に よつてvirulenceの

減 弱を認 めない とす る報 告が 多い4)14～17)。

1つ の菌 のあ る種 の実験動 物に対 す るvirulenceを 一

定条件 下のhost-parasite relationshipと して把 握すれ

ば'8),結 核菌 の種 々の菌株 の 一定 の宿主 に対 す る病原

性 の差 を検討す るさい菌 の接種量,接 種時 に菌 のおかれ

る物理化学 的諸条件,感 染経路 などを厳密 に規正す る必

要が あ ると同時 に宿主側 の諸条件 にっい て も慎重 に考慮

せね ばな らぬ。従来 マウスにおける実験的結核症 の判定

規準 として用い られて きたこ生存 日数,各 臓器内に おけ る

結核菌の増殖状態 および その病理学的変化 が必ず し も宿

主 の側 のすべ てを表現 してい る とは考 え られ ない。

Richはvirulenceを 感受性 を もった動物の正 常な個

体内におけ る菌の 増 殖能 力 と 定義 したが19),加 藤 らは

全身 ホモゲナ イズ法を用いマ ウスの全身 中におけ る接種

菌 の消長か らH37Rv,Ra株 の間のvirulenceの 相違

を示 してい る20ノー25、。そ こで結核 菌の数種 の標 準株 を用

いて この方法を追試 し,さ らにINH耐 性株 の マウス

に対 す るvirulenceを 検討 した。

実 験 方 法

1)マ ウス:結 核菌 に対 し感受性 の強 い純系種 の入手

が困難 なため,生 後7・)9週,体 重17～208のdd系

白色 マウ スを用い た。

2)使 用菌株;H37Rv,H37Ra,BCG,H2お よび

H2よ り分離 したINH耐 性株(H2-RINH)の5

株 を使用 した。H2-RINHはINH加1%KH2P

q培 地上で10γ/cc完 全,50γ/cc不 完全 の耐性度 を示

したこ。いず れの株 も1%KH2PO4培 地に3な い し4代

継 代 され,H2-RINH株 も10γ/ccINH加 鶏卵培

地 上に良好な発育 を示 したこ。

3)感 染 方法:1%KH2PO4培 地上 に3週 間培養後

発生 した集落 をか き取 り滅菌蒸溜水で2回 洗源 したの

ち,滅 菌蒸溜水 を加 えマイク ・ガ ラスホモゲ ナィザ ーで

2分 間磨砕 し,2,000r.p.m.で15分 間遠心 して粗 い菌

塊 を除い た。 その上清 を とり日立製 の光電比色計 によ り

赤色 フイ ルターNo.65を 用いて透過光 を測定 し,あ ら

か じめBCGで 作ったこ検量 曲線か ら菌量(湿 菌量)を

求めた。 さ らに滅菌 蒸溜 水を用いて稀 釈 し0.3mg/ccの

菌液 を作 り,そ の0.2ccを マ ウスの 尾静脈 内に接種 し

た。なお塗 抹標本 を作 りチ ール ・ネ ール セン染 色 を行っ

て鏡検 したが大 多数の菌 が単個菌 の状態 で菌液 中の結 核

菌 の分 散状態 は良好 であっ た。

4)培 養方法;感 染後2日,1,2,4,6週 後 それ

ぞれ の接種群か ら各3匹 ず つ とり出し体重測定,剖 検後

剥皮 し全身 を細か く切断 して4倍 量の滅菌蒸溜水 を加 え

て ホモゲ ナイザ ー中で3,000r.p.m.1分 半 ずつ2回 ホ

モゲ ナイズし,そ の5ccに2%NaOH5ccを 加 えて

よ く混和,す なわ ち1%NaOHに よ る全身組織 の10倍

稀釈液 を作 り,こ れ を原液 とし以下滅菌蒸溜水 を もつ て

10倍 段階稀釈法 を2回 行い,そ れぞれ0.1ccず つ3

本の1%KH2PO4培 地 に流 した。培養 は37。 ℃で4週

間行い発生集落数 を計 算 したこが,4週 判定時集落発生 を

認 めない培地は さ らに8週 まで保存観察 し,マ ウスの全

身中の生菌数 を算出 しその平均 値 を図示 した。

5)カ タラーゼ活性測 定法:発 泡法 と比色 法の2法 を

試 みた。

発泡法24た ス ライドガ ラス上に3%過 酸化 水素 水1

滴 をと り,培 地斜面 よ りか き取 った菌 をよ く混和 し発泡

状態 を観察,1分 以内に著 明な発泡 をみたこもの を陽性 と

した。

比色 法25;菌 液作 製時に管 底に沈澱 した 菌 塊よ り内

径2mmの エーゼ を もつて 小試 験管 中 のpH7.0の

1/15M燐 酸緩衝液0.4ccに 再 浮游 し,0.3%の 過酸

化水素 水0.2ccを 加 え1時 間6℃ の氷室 中に保存後,

6%ク エ ン酸,1.1%モ リブテン酸 アンモ ンをおのおの

0.2ccず っ加 え,生 じたこ黄色 を0.04%の ク ロ一ム酸 力

溶液 を100%と し,以 下蒸溜 水 を もつて%ず っ倍 数
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稀釈 をして作ったこ標 準液 と比色 したこ。

実 験 成 績

1)カ タラーゼ活性:各 菌株の カタ ラーゼ活性は表1

に示す ご とくH2-RINH株 は全 くカタ ラーゼ活性 を

消失 してい たこが,INH感 受性株 は すべ て 両法 に明瞭

な活性 を示 したこ。しか しBCGは 比色法 でその活性 度

は中等 度に減 弱し,発 泡状態 もH37Rv,Ra株 に比 しや

や 弓力つた。

表1各 菌株 の カタラーゼ活性

比色注欄の数字は過酸化水素の獲量5%で 示した

2)各 接種群 におけ る体重変化 および臓器 の肉眼的所

見:各 群の感染後 の体重変化 は図1に 示す ご とく感染後

第1週 は増加す るが,第2週 に著 明な体重減少 を示 し以

後再 び増加す る。いずれ の菌株接種群 で も同様 な傾 向を

示 したこ。

図1各 群の体重変化

H2お よびH2-RINH接 種群でも同様な結果を得たが表から

割愛した

H37Rv接 腫群で は感染2週 後か ら脾腫 を認 め4週 後

には肺表面 に灰白色 の結 節をみ,6週 後 も肺の結 節は増

加 の傾 向を示 したこが,脾 腫 は4週 剖検時よ り縮 小したこ。

H37Ra接 種 群およびBCG接 種群 ではい ず れ も全 経

過 を通 じて肺,脾 に著 明な変化 を 認 め えなかった。H2

接種 群 も脾の所 見はH37Rv群 と同様な傾 向を示 したこが

接種4週 後 も肺に結 節の発生をみな かったこ。H2-RIN

H接 種群では2週 後脾腫 を 認めたこが4週 後 には早 くも

縮小傾向 を示 し,肺 には全 期間 を通 じて病変 を認めなか

っ た。 なお実験期間中死 亡 した動物は1匹 もなかった。

3)各 菌株 のマウ スの全身 中におけ る生菌数 の推移:

H37Rv,H37Ra,BCGに ついて 接種後 の生菌 数の推

移は図2に 示 す ごとく,H37Rvで は 感染後2日 目 に菌

数は約16に 減少す るが以後2週 間著 明に増加 す る。その

後4週 まで大 きな変動をみないが感染6週 後 にわずか な

図2マ ウ スの全身 中におけ る結核菌 の消長(1)

が ら再 び増殖の傾向をみせ てい る。一方H87Raで は持

続的 な生菌数 の減少 を示 し第2週 以降は もはやその生存

を証 明す るこ とがで きなかっ たこ。BCGは 同様 に第2日

目に一 たこん急激 に減少す るが その後 ほぼ同じ水準 を保っ

てほ とん ど生菌数 に変動 な く,感 染4週 後 に至っ て再 び

減少 し以後6週 まで大 きな変動 をみなかっ たこ。す なわ ち

BCGに つい て もH37Raと 同様全経過 を通 じて増殖

傾 向を認 め ることがで きなか ったこ。

以上の実験か ら静脈 内に接種 されたこ結核 菌のマウ スの

体 内におけ る推 移は接種後4週 以内 に決定 され ると考

え,以 下H2お よびH2-RINHの2株 につい ては

その観察 を4週 に止 めたこ。その結果 は図3に 示す ごと く,

H2株 では感染初期 の回復生菌数 の減少 は感染1週 後 ま

で及 んでい るが,2週 後 には急激 に増殖 し以後わずか減

少 の傾向 を示すが ほぼ同じ水準 を保つ て第4週 に至っ て

い る。H2-RINH株 は2日 目に 約%に 減 少し1週 間

目にはほぼ接種 時の菌 数まで回復 す るが以後漸次減少 の

傾 向を示 してい る。

各菌株 の接種量(0.06mg)中 に含 まれ る生菌数およ

び感染後4週 以 内にみ られ る回復生菌数の最低,最 高値

とそれか ら計 算 したこ増殖率 を表2に 示 したこ。

図3マ ウスの全身 中におけ る結核菌 の消長(2)
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表2各 菌株 の マウスに対 す る接種 菌数,回 復

菌 数および増 殖率

菌数 ×103は マ ウス1匹 当 りの全菌数 となる

考 察

マウスの静脈内にvirulenceを 異 にす る 結核菌 を 接

種 し,各 臓器内の生菌数の推移か らこれ らの菌のviru-

1enceを 分類 しよ うと したこ試 みはい くっか ある。 しか し

その結 果は必 ず し も一一致 せず,こ とにH37Ra,BCG

の ごとき無毒 ないし弱毒 とされ る菌株 の臓器 内におけ る

推移 に ついて 得 られた 結果 は研究 者 によって異な る。

Pierceら は マウスの 臓器内でH37Raの 増 殖を 認 めえ

ず,BCGに つい ては 感染後2～5週 の 間増 殖をみて

お り,そ れぞれ 無毒(avirulent),弱 毒(attenuated)

と分類 し肺,脾 におけ る増殖状態が接種 され た結核菌 の

virulenceを 表 現す るとした26)。 しか しMackanessら

は感染祖 期にH37RaにBCGよ り強い 増 殖 を認 め27),

佐藤15)28),加 藤2)ら も同様 に肺,脾 内でH37Raが 増

殖す るこ とを認 めてい る。加藤 らは全身 ホモゲ ナィズ法

によつ て静脈 内に接種 され た結核菌の マウスの全身 中に

おけ る生菌数 の消長 を追求 しH37Rv,H37Raと の間に

明瞭な相違 を見出 した。 しか しB℃G接 種 群では培養

に用いた全身 ホモゲネ ー トの濃 度の高い ときにか えつて

培地 上の発生集落 数が少 ない結果 を得 てBCGはH37Rv,

H37Raと 相違 して高濃 度の ホモゲネ ーNに よ り発育 が

抑制 され る と推論 してい る20)。 しか し 本実験 の 結果 で

はBCGに つい て も他の菌株 における と同様 ホモゲ ネ

トに よる阻止 効果 は認 め られず,各 稀釈段階 におけ る集

落 発 生 数に特別 の差異 をみず本 法はBCGに っいて

も適用可能 な ことを知 ったこ。BCG接 種群 の数匹 の培

養 成績 を表3に 示 した。 しか しBCGは 分離以 来長期

にわた る継代培養 によ り,そ の生物学 的諸性状 を異 にす

る多 くの 株が存在 す ることが知 られ てお り,そ の増殖

がpHそ の他の物理化 学 的諸条件 に 著 し く左右 され る

29)。 したこがつ て全 身 ホモゲ ネー トによ る発育 阻止効果

が株 によつて異 な ること も考 え られ,こ の点について今

後 一層精 しい検討 を必要 とす る。

BCGの 消長 曲線 はH37Raと 同様全経過 を通 じて

菌数 の増加 をみ なかったが,H37Raが 常 に減 少 し続け

るのと相違 して感 染直後 一たん急激 に減 少す るが以後2

表3BCG接 種群の培養成績

5本 の1%KH2PO4培 地上に発生 した集落数の平 灼値 を表 示し

た。なおマ ウスNo.1,2,5は 接種2日 後,No.4は1週 間後,No.

5は4週 間後に屠殺培養 した

週 間はほぼ平衝状態 を保 ち,の ち再 び減 少す る。 この こ

とはH37Raが 感染2週 以後 は もはや この方法 を もつ て

その生存 を証 明 しえなかっ たここととともにPierceら の

述 べ るご と く,BCGとH37Raのvirulenceに 相 違

があ ることを示す と考 え られ る。 しか し加藤 らはH朗Ra

にっい て感染8週 後 に もマウ スの全身 中にその生存 を認

めてい る21)25)。 その主 因 として接 種菌量の差が考 え ら

れ るが実験動物の結核菌 に対す る感受性 の相違 もまたこ無

視 しえない。また加藤 らはH37Rv,Ra株 にっ いて感染

1日 後 に90%以 上の接種菌回復率 を示 してい るが20),

本実験に用いたこ5株 ではいずれ も第2日 目に菌数 の急激

な減 少をみ,と くにH2株 について は1週 間後 に もな

お減 少を示 してい る。 この実験では接種直後 の菌回復率

は調 べなか ったが,生 体 内に侵入 した結核 菌が増 殖す る

前に一 たん減少 す ることはBlochら も認 めてお り50,

感染初期 の菌 の推移 については今後検 討を必要 とす る。

強毒株H2お よびH37Rvは 接種後 著 明な 増殖 をみ

たこが感染2週 以降 はあ る平衝状態 に達 したか のご とく大

きな変動を示 さない。またこ接種 後一たこんあ る 水 準 に 落

ちっいたBCGの 生菌数 も2週 以後著 明に減少す る。

これ らの事実 と相 まつて感染 経過中の体重がいずれの菌

株 にっいて も接種菌 の増殖最盛期 に当 る第2週 に一たん

減少 したこのち再 び 増 加 し,菌 増 殖 のみ られなかった

H37Ra,BCG接 種群 について も 同様 な傾向 を 示 したこ

ことは,こ の時期に宿主体 内で なん らかの変化 が生 じそ

の後 の宿主体 内におけ る結 核菌の消長に大 きな影響 を与

える もの と考 え られ,各 菌株 の生菌 数消長曲線 が宿主側

の複雑 な諸条 件を反映 してい ることを示唆 す る。

カタラーゼ活性 を失 ったこINH耐 性結核菌 のモルモ

ッNに 対す るvirulenceが 低下 す ることは多 くの研究 者

によっ て報 告され てい るが マウスに対す るvirulenceに

関 してはその低下 を認 めない とす る報 告が多い。本実験

に使用 したカタ ラーゼ活 性 を失つたこH2-RINH株 の

マウス体 内におけ る消長は感染初期 に一 時増加 し,H37

Rv,H2等 の強毒株 に類似 す るがその 増 殖率 は低 い。

さ らに第2週 以降は漸 次減少 しBCGに 類似す る経過

を示す。また臓器 の肉眼所見 で も同様 な傾向 をみた。 こ

の さい接種 に用 いたこH2-RINH株 が湿菌量 を一定に



1958年9月 637

した にかかわ らず,そ の中に含 まれ る生菌 数が きわめて

少な くH2株 の約1/100に す ぎなかつた ことは考慮せ

ね ばな らない。 なお以下 の続報 にみ るご とく数種 の実験

で比濁法 によっ て,湿 菌量 を一定 にしたこ菌液 中に含 まれ

るH2-RINH株 の生菌 数は常 にH2株 の数十分 の一

以下 であっ たこ。INH耐 性菌 の培地 上 におけ る増殖 が

遅延 す ることは広 く知 られてい るが,菌 液作製 時の磨砕

等 の機械的作用 に対 して も,INH耐 性菌 は感受性 菌

に比 し抵抗性 が 弱 いのでは ないか と考 え られ,そ の

virulenceの 検討に当つて接種 菌液 中 に含 まれ る湿菌量

と同時に生菌数を も考 慮すべ き必要を知つたこ。 したがつ

て この 実験 でたこだ ち にH2株 とH2-RINH株 との

virulenceの 差異 を比 較す ることはで きない。 しか しマ

ウス体内におけ るH2-RINHの 増殖率が他の強毒株

に比 し低い ことおよび感染 早期 か ら増 殖を停止 し漸 次減

少す ることは注 目に値す る。 モル モ ッNに 接種 されたこI

NH耐 性菌は各臓器内で一たん 増 殖す るが 間 もな く減

少 し発生 した 病 変 も治癒 傾 向 を示 す7)8)51)52'。 本実

験の示す結果 は マウスの体内で もINH耐 性菌 の消長

は モル モ ットにおけ ると 同様 な経過 を とることを 示唆

し,宿 主体内に発生 したこ結核性病変の諸性状がINH

耐性菌の増殖に阻止効果 を及ぼす可能性が考 え られ る。

INH耐 性菌 のvirulenceの 減弱 に関 して従来 その カタ

ラーゼ活性 の消失 が重視 されてい るが,以 上の事実は同

時に宿 主体 内で感染菌 の曝 され る諸条件にっいて慎重 に

考 慮すべ き必要を明 らかに してい る。またこ結核 菌の カタ

ラーゼ活 性が必ず し もそのvirulenceの 強弱 に関係 しな

い ことは表1に 明 らかであ り,あ る菌 のvirulenceが 菌

の もつ2,3の 性状 にの み依存す る ものでは な く宿主 と

の間の総合的 な関係 一host-parasite relationship一 とし

て把握 され るべ きこ とを示 してい る。

なお本方法 を使用す るに当つて全身 ホモゲネ ー トの培

養 にさい し非病原性雑菌 の混入 のたこめ集落 数計算 に誤 り

を生ず る可能性 を考慮 し,あ らか じめ対照 として未接種

の マウス3匹 を用い同様に処理 し培養 したこが,抗 酸性菌

の発育 のない にとを確 かめたこ。

結 論

H37Rv,H37Ra,BCG,H2お よびINH10γ/cc

の完全 耐性を示 すH2-RINHの5株 を マウスの静脈

内に接種 し,全 身ホモゲナ イズ法に よ り全身中におけ る

接種 菌数の消長 を追求 し,同 時 に各株 につい てカタ ラー

ゼ活性 を測定 したこ。

1)感 染初期 に一様 に生菌数 の減 少を認 めたが,の ち

各菌株 につい τ特長 的な消長 曲線 を得,H37Rv,H2の

ご とき強毒株 とH37Raな いしBCGと の間に明瞭 な

相違を認 めたこ。またこ本法 がBCGに ついて も他 の人型
'菌におけ ると同様用い うることを知つた

,

2)カ タ ラーゼ活性 を失ったこH2-RINH株 は接種

菌液中に含 まれ る生菌数が 少ないためH2株 について

の結果 と比 較で きなかったが,マ ウスの体内で一たこん増

殖 したこの ち感染早期 か ら減少す ることを知った。

さ らに マウスの 体内 におけ る結 核菌の消長 について

2,3の 考 察 を試 みた。

終 りに臨 み本実験に さい し,終 始快 く御協加 を頂いた

伊豆逓 信病院の 山岡院長,臨 床検査科の諸氏お よび懇切

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 原博士に深 く謝意 を表す る次第で ある。
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