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吸 入 感 染 に よ る 結 核 菌 の 重 感 染 実 験

下 出 久 雄

結核予防 会結核研究所特劉研究生(所 長 隈部英雄)

賞 付 昭 和 茄 年7月19日

緒 言

肺結核 症の発病に関 して初感染発病 と再感染発病の問

題は古 くか ら論 じ られて きた。再感染発病が きわめてわ

ずかな頻 度に しか起 こ りえない とす る ものの根拠 は初回

の感染に よって獲得 され九抵 抗性が きわめて強 く,少 な

くと も外来性に 吸入に よって 再感染す る 菌量に 対 して

は,そ の増殖 を阻止 し うるだ けの力 を もってい るとい う

ことで ある。 この仮説 を裏付 け る実証的研究 として は,

夫婦結 核の研究,ツ ベル ク リン陽転後発病 までの期 間,石

灰化初感染巣 と初発病巣 との位置的関係,陳 旧性病巣の

崩壊に よる病変進展の可能性に関す る病理学的研究等が

あげ られ,ま た動物実験に よる研究 も行 なわれて きた。

これに対 して既感染者か らの発病,た とえば ッベル ク リ

ン反応陽 転後2年 以後には じめてX線 写真 上に認 め られ

る病変 が発生す る ものの中には外来性再感染に よる もの

があ るのではないか とい うことが問題に され,最 近 では

抗結核 剤に対す る耐 性菌の感染 とい うことに着 目し,外

来性再感 染,あ るいは重感染が あ りうるとい うことが論

じ られてい る。初感染発病を重 視す る もの も外来性再感

染 の可能 性を否 定す る ものではな く,ま た外来性再感染

を強 調す る もの もその頻 度は比較的に は少ないで あろ う

とい うことは認 めてい る。

結核菌 に対 す る個体 の反応 性は,先 天抵抗 性,獲 得抵

抗性,過 敏性,菌 の毒力,感 染菌量等 が複雑 に組 み合わ

さって決 定 され ることであ るか ら,人 の結核症 において

外来性再感染が いか に阻止 され,ま たいか な る場合には

再感染が起 こ りうるか とい うことは きわめて解 明の困難

な問題 であろ う。 このよ うな複雑 な問題の解 明のために

は動物 実験 によ る分析 的研究 が必 要であ り,す でに多数

の研究が行 なわれ て い るが,他 の 感染 実験 と 同様 に,

吸入感染 によ る実験 は きわめて わずか で あ る。 しか し

Ratcliffe 1)ら はすでに1948年 に 経 気道吸入 感 染に よ

る再感染 実験 を行 なってい る。また再 感染実験の方法 と

して初 回感染 と再感染 とに異なった菌株(た とえば耐性

菌 と感性菌2),eugonic strainとdysgonic strain 3))

を用 うることも多 くの研究者 によって行 なわれ てい る。

私 は先 にB C G接 種 の吸入感 染 に 及 ぼ す 影響4)に

っい て報告 したが,今 回の小実験 は吸入感染 によ る再感

染実験に人型結核菌H37Rv株 のS M 100γ 耐性菌 と

同株SM感 性菌 とを用い,有 毒 菌に よる初感 染の再 感

染 に及ぼす影響を 観察せん と試み た。

実 験 方 法

(1)実 験動物 および実験群:

体重480～6809の ツベル ク リン反応陰性成熟 モル モ

ツ ト(雌)13匹 を3群 に分 け第1群(重 感染群4匹)

は初 回に人型結核 菌H37Rv S M 100γ 耐 性株(S M

 R)を 吸 人 感染 せ しめ5週 間後 に 同株S M感 性菌

(S M S)を 吸人感 染せ しめ 再感 染後5～6週 後に 剖検

した。第2群(S M R群3四 は第1群 の初回感染

時 に同一条件 でS M Rを 感 染せ しめ,再 感染を行な う

ことな く第1群 と同時に剖検 し,第3群(S M S群6

匹)は 第1群 の再感 染時に同一条件でS M Sを 感染せ

しめ第1群 と同時に剖検 した。

(2)　吸 入感 染装置 および噴 霧菌液(表1)

吸人感染装置 の詳細 は す でに報告 した5)の で 概 略 を

述べ ると,長 さ40cm,直 径10mの プ ラスチ ック製

円筒(気 密 に され た もの)の 一端 よ り,ス プ レーガ ンに

よって菌液 を微細 な水滴 として噴霧 し,他 の端の吸入 マ

スクに動物 を固定 して感 染せしめた。噴霧菌液 の調製 は

第1回 感染で はH37Rv S Ml00γ 耐性株 の1%小 川

培地20貝 培養菌 をTween 80を0.06%に 加えた

生理的 食塩水1cc中 に1mg浮 游 せ しめ,こ れを

2,500回 転5分 間遠沈 し,上 清14ccを40ccの 生理

的食塩水で稀釈 し,濾 紙1枚 で濾過 した 濾液 を 噴霧 に

用いた。遠沈前の生菌数 は9×105/cc,遠 沈後 稀釈 した

菌液の生菌数 は1×105/ccで あった。第2回 感 染 では

H37Rv S M感 性株 のSauton培 地18日 培養菌 を前記

とほ とん ど同様な方法で菌液 としたが,遠 沈後の生食水

に よる稀 釈は行なわず,2,500回 転10分 間遠沈 した。

遠沈 前の生菌数は33×105/ccで あった。

(3)　吸入時間 と噴霧菌液量(表1)

吸入時間は噴霧時間 と等 し く第1回 感染で は3～10

分で,噴 霧菌液量 は2～3.3ccで あった。第1群 と第

2群 との感染条件の差 を少な くす るため,両 群 を交互に

1匹 ずつ感 染せ しめた。噴霧 圧は20～30pound/sq. inch

であ る。第2同 感染では吸入時間は5～10分 で噴霧菌

液 量は6～6.5ccで あ り,第1群 と第3群 とは 交 互

に感染せ しめた。噴霧圧 はすべて25pound/sq. inchで
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図1　 ツベル ク リン反応 の推移 あつた。

実 験 成 績

(1)　ツベル ク リン反応 の推移(表2,図1)

旧 ツベル ク リン100倍 稀釈液0.1ccを 側腹 部 皮 内

に注射 し,24時 間後に発赤の径 を測定 した。第1群 は

第1回 感 染後1週 目に1匹,2週 目に2匹,3週 目

に1匹 陽転 し,以 後剖 検時 まで陽性 を持続,第2回 感

染後 ツベル ク リン反応の大 きさに変動 はなかった。第2

群 では第1回 感 染後1週 目に2匹,2週 目に1匹 陽

表1　 実 験 条 件

表2　 ツベル ク リン反応 の推移(発 赤径 の平均 値mm)
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転 し,剖 検 まで陽 性持続 し,ツ ベル ク リン反応 の大 きさ

は第1群 と同様 な推移 を示した。第3群 では感染後1

週 目に1匹,2週 目に4匹,3週 目に1匹 陽 転 し,

剖検 まで陽 性を持続 し,ツ ペフレク リン反応の大 きさは第

1群,第2群0)4週 までの推移 と同様で あっ た。体重

の推移 は各群 ともに次第 に増加 し,各 群 間に異なつた傾

向はみ られなかった。

(2)　肉眼的剖検所 見(表3)

第1群 は第1回 吸入感染後10～11週,第2回 感染

後5～6週 で剖検 した。肺表面 よ り観察 しえた結核結 節

数 は5～26コ(平 均12コ)で あ り,結 節の 大 きさは

1.5mm以 上の ものが ほ とん どすべて を占め,全 例 に

3mm以 上 の結節が認 め られ,そ の中心 には壊死が認 め

られた。脾に は1例 に6コ の結 節が認 め られ,気 管 リ

ンパ節 はすべ ての例 に著 明な腫脹が認 め られ,壊 死がみ

られ た。3例 には後 胸骨 リンパ節に も腫 脹がみ られた。

その他の リンパ節お よび肝,腎 には肉眼的病変はみ られ

なか った。

第2群 は第1回 感 染後10～11週 で剖検 した。肺表

面 の結核結 節数 は11～41コ(平 均23コ)で,結 節の

大 きさは第1群 と同様1.5mm以 上が大部分で,全 例

に3mm以 上の ものが認 め られ,そ の中 心 に は 壊 死

が認め られた。脾に は1例 に13コ の結 節が認 め られ,

気管 リンパ節はすべ ての例 に著 明な腫脹が あ り,壊 死が

み られ た。2例 に後胸骨 リンパ節,1例 に門脈節の腫脹

が み られた。 その他の リンパ節お よび肝,腎 には肉眼的

病変 は認 め られ なかつ た。

第3群 は感染後5～6週 で剖検二した。肺表面 の結核

結節数 は5～37コ(平 均21.7コ)で,結 節の 大 きさ

は比較 的小 さい ものが 多 く,3mm以 上の結 節は全例に

み られず,1例 を除 き他 は一部に壊死が認め られた。脾

では1例 に1コ だ け結節が あ り,気 管 リンパ節 は全例

に軽度～中等度の腫脹が あ り,1例 を除 きすべ てに壊死

を認 めた。その他 の リンパ節および肝,腎 には肉眼 的病

表3　 肉 眼 的 剖 検 所 見

肺内結核結節数+1～10コ
++11～50コ

○ 中心壊死

リンパ節病変 +米 粒大

++大 豆大
+++碗 豆大以上
○ 壊死

変 を認 めなか つた。脾重 量は各群 間に とくに差 は認めな

かっ た。

(3)　臓器培養所 見(表4)

剖検時,全 例の肺,肝,脾 内の結 核菌定量培養 を行な

つた。臓器10m8中 の生菌数 は次 のご とくで あつた。

肺では第1群 でS M 100γ 耐 性培地(培 地 は すべて

3%小 川培地 を使 用)上 に 検 出 された コロニーの数

すなわ ちS M耐 性菌 の生菌 数は5/2×10～198/2×10

平均
119

/ 2
×10 で あ り,普 通培地 に 検 出 され た コロニ
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一数,す なわ ちSM耐 性菌 プ ラスSM感 性菌の生菌

数 は10+/2×10～291/2×10(平 均164/
2×10)で あつ た 。 耐

性培地上の コロニ一数 と普 通培地 上の コロニ一数の差 は

5/

2×10～93/2×10(平 均46/2×10)で あ つ た 。

第2群 ではSM耐 性培地 のみで培 養し、',SM耐 性

菌 の生菌 数は41-2×10～572/
2×10(平 均316/2×10)で あ

り,第3群 は普通培地の みで培養 し,SM感 性菌の生

菌 数 は15/2×10～333/2×102(平 均1,320/
2×10)で あ つ

た。肝 では第1群 で1例 に菌が証 明 されSM耐 性培

地,普 通培地 ともに コロニー数 は10で あっ た。第2群

で は3例 と もに菌陽性でSM耐 性菌 の牛菌 数は4
/2

×10～23/
2×10(平 均106/2)で,第3群 では3例菌陽性 で

SM感 性菌の生菌 数は1/
2×10～11/2×10(平 均15)で

あつた。脾 では第1群 で2例 が菌陽性 でSM耐 性培

地 上の コー 一数 は4/
2×10～49/2×10,普 通培地 上の

コロニ一数は3/
2×10～49/2×10で あ り,各 例 と も両培

地 上の コ ロニー数 には差が ほ とん ど認 め られ ない。第2

群で は3例 菌 陽性でSM耐 性菌の生菌数 ま1/2×10～

125/

2×10で あ り,第3群 では5例 が菌陽性でSM感 性菌

の生菌 数は6/
2×10～ ×10で あつた。

表4　 臓器 内結核菌定量培養 成績(各 臓器10mg中 の生菌数)

(1):SM耐 性菌数(2)-(1):感 性菌 数

(2):SM耐 性菌数+感 性菌数

(4)肺 病 変の組織 学的所 見

第1群(重 感染群)で は約1mmの 線維増殖 を伴っ

た著明 な類上皮細胞の増殖がみ られ,他 に きわ めて微小

な,痕 跡的な類 上皮 細胞の集 りが認 め られた。大 きな結

節 の中心 の壊死 は きわめて軽度 であ り,抗 酸菌 もきわめ

てわずかに認め られた。第2群 で は第1群 と同様 な約

2mmの 著明な類上皮細胞増殖が認め られ,そ の中心の

壊死 はわずかで あ り,菌 もわずかで あっ た。他 に比較的

小 さい結 節 もみ られたが,第1群 の 微 小結 節に 比 すれ

ばか な り大 きい。第3群 で は 小 円形細胞の 集簇の多い

小 さな類 上皮細胞結 節が少数認 め られ,一 部 では小 さな

集 合結 節が認 め られ た。壊死 はほ とん ど認 め られず,菌

は1例 で少数認 め られ,他 は きわめてわずかにみ られ る

か,全 く認 め えなかった。

総 括な らびに考案

本実験において,第1群(重 感染群)は 初回にSM

耐性菌 を接種 し,ツ ベル ク リン反応が一定 の強 い反応 を

持続 しは じめた ところで第2回 感染,す なわちSM感

性菌の感染 を受 けた ものであ り,第2,第3群 は第1
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群の2回 の感染の うちの一方の 感染のみ を 受 けた もの

であ るか ら,感 染菌量 としては第1群 は第2群 と同一

の感染菌 量に初 回感染後5週 目に第3群 と同一の感 染

菌 量が加 わつたわけであ る。 それに もかかわ らず,肺 内

に認 め られた結核結 節数は各群 と もに個体差がかな り認

め られ,例 数が少ないので厳密 な比較 はで きないが,第

1群(重 感染群)は 第2,第3群 に比 し 少 な くとも 多

い とはい えなかっ た。

また,肺,肝,脾 の結核菌定 量培養成績 において,第

1群 の生菌数 は第2,第3群 の生菌 数よ り少ない 傾 向

にあ り,第1群 のSM耐 性培地 上の コ ロニー数 と普

通培地上 の コロニー数 の差,す なわ ち第2回 感 染で感 染

せ しめ られ たSM感 臆 の数は46/2×10で,同 様な

条件で第3群 に感染せ しめ られアこSM感 性菌数(1,320/2

×10)に 比 し著 し く少 な く約1/30に す ぎない 。一方 肺病

変の組織学的所 見中,重 感染群 に認 め られ た きわめて小

さい痕跡的 な類 上皮細胞 の集合 は重感 染菌 によ るもので

はないか と考 え られ るが,こ の点は さ らに検討 を要す る。

以上 の成績か ら,重 感染群 において第2回 感染 で感染

せ しめ られ たSM感 性菌 は増 殖が阻止 され,肉 眼的に

認 め られ る結 節を作 りえなかつた と考 え られ る。すなわ

ち第1回 のSM耐 性菌 の 感 染に よってSM感 性菌

の 重 感染 に 対 す る抵 抗性 が 獲得 され た と い えよ う。

Ratcliffe 1)ら は重感染の初感染巣 に対す る影響 につい

て述べてい るが,今 回の実験で はその点 を明 らか に認 め

ることはで きなかっ た。 またRatcliffe 1)は 初感染巣 と

重 感染巣 との相違 を被包化 の程度 と病巣 内の菌 の多寡 に

認めてい るが,今 回 の実験で は感染菌量,初 感染か ら重

感染 までの期間,使 用動物等実験条件が異なっ てお り,

その よ うな差異 を認 め ることはで きなかっ た。今 回の実

験で は初感染菌量,初 感染 よ り重感染 まで の期 間,重 感

染菌 量等 と重感染 に対す る組織反応 との 関係 につい ては

検討 してい ない 。

これ らの問題が今後検討 されね ばな らないが,そ の さ

い,感 染菌量 の定量化 は吸入感染 では きわ めて困難で あ

り,現 在の段階で は感染直後 に一部 の動物の臓器 を培養

す る方法か,ア イソ トｰプ の標識 を利用す るこ とが考 え

られ る。また肺内に沈着 す る菌 量が正確 に測定 し うるよ

うになれ ば,同 一菌 量 を皮下,静 脈 内等 に接種 した場合

と吸入感染せ しめた場合の抵 抗性獲得能力の差異 を明 ら

かにす ることがで きよ う。本実験 はこれ らの定量的実験

の予備実験にす ぎないが,吸 入感染法 によ る再感染,重

感染実験 の可能性 を 明 らか に しえた と 同時 に,こ れ ら

再,重 感染 によ る病変 の形 成は初感染 の場合に比較 し著

し く阻止 され ることが明 らか に された と思 う。

結 語

人型結核菌H37Rv SM耐 性株 を微量 に初回吸入感

染せ しめ,つ いで ツベル クリン反応陽転後(初 感染後5

週 日)にH37Rv SM感 性株 を吸入 によ り重感染せ し

めた結果,肺 内には重感染菌 によって肉眼 的病変 はほ と

ん ど形成 されず,重 感染菌 は増殖 を阻止 され,わ ずか に

検 出 され る程 度であった。吸 入感染 法に よる定量 的な重

感 染実験 が可能 であ ることが明 らかに された。

終 りに,本 研 究の機会 を与 え られ,御 指導,御 校閲 を

賜 わった結核予防 会結核研究所長隈部英雄 先生,同 研究

部長岩 崎龍 郎先生に深 く感謝いた し玄す。 玄た実験 に御

協 力下 さった同研究所部員豊原希一先生 はじめ研究室の

方 々に感謝い たします 。
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