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黄 色 菌(い わ ゆ る非 定 型 抗 酸 菌)の 毒 力 に つ い て の 考 察

-ハツカ ネズ ミ全 身homogenize法 に よる宿主 体 内生菌 数 推移-

大 島 一 馬

国立療養所刀根山病院(指 導 九州大学医学部医化学教室由村雄一教授)

受付 昭和34年10月19日

I 序

先 に本院入院結核患者の喀痰 より分離 した黄色菌(い

わゆる非定型抗酸菌,以 下A.A.B.と 略)に ついて,

その物質代謝上の特性を検討 し,A.A.B.と 他の抗酸菌

との鑑別の一助になしうると報告 したが1),今 回はA.

A.B.の 毒 力を理解 するため,ハ ツカネズ ミ全身ho-

mogenize法 を用いて,そ の宿主体内生菌数推移が他の

抗酸菌 といかに相違す るかを比較検討 してみた。 なお

A.A.B.は われわれの分離 した菌株およびアメリカ由来

の ものをあわせ用いた。

II 実験材料および方法

1.使 用菌株

(a)非 定型抗酸菌

i)肺 結核として国立療養所刀根山病院入院中の患者

の喀痰より分離した8株(仮 りにY1～Y8と す)

ii)ア メ リカ由来の もの

Bostrum D-35

 Forbes 84

Photochromogens

 Pollak & Buhler

Battey No. 100616-non-Photochromogen crow et

 al.

(b)非 病 原性 抗 酸 菌

i) Mycobacterium (M.) phlei

ii) M.butyricum

これ らの菌 株 を それ ぞれ 約4週 ご とに1%KH2PO4

小 川 培 地 に継 代 し た もの を,Kirchner液 体 培 地 に 表 面

培 養 す る。A.A.B.は15～20日 間,非 病 原 性菌 は4～5

日間培 養 し た もの を 用 い た 。

2.使 用 動 物

dd系 ハ ツ カ ネ ズ ミの雄 で,体 重15～20g,生 後 約

6週 の もの を使 用 し,固 形 飼 料(Oriental Pellet MF

 Lot87)で 飼 育 し た 。

3.使 用 菌 液 の調 整 お よ び動 物感 染

Kirchner培 地 培 養 菌 膜 を,M.phleiで は濾 紙 上 に,

M.butyricumお よびA.A.B.で は 遠 心沈 澱 して 集 菌

し(smoothな と きに はpastyな 菌膜 を形 成 す ろの で,

濾 紙 で は粘 着 す る。こめ),十 分 に 滅 菌 蒸 溜 水 で 洗 滌 した

の ち,beadsflask法 に よつ て,湿 菌 量5mg/mlま た

は10mg/mlの 菌液を作 り,0.2mlず つハツカネズミ

の尾静脈内へ接種した。

4.全 身生菌単位数および接種生菌単位数の測定

感染直後およびその後週を追って,1～2週 ごとに2

匹ずつの動物を任意抽出し,エ ーテルで致死させ,体 重

測定後,全 身homogenize法 に より,全 身を細切,

Waringblenderに て全身組織をほぼ均等化する。これ

を滅菌ガーゼ 濾過し,こ のhomogenateに10%ま

たは20%NaOH液 を加えて10分 間処理,NaOHの

終末濃度を0.5%ま たは1%,組 織 の=濃度を100mg

/mlと な るようにし,滅 菌蒸溜水で階段稀釈して,各 段

階を それぞれ3本 ずつの1%KH2PO4小 川培地に

0.1mlず っ接種した。

なお接種菌液 自身の生菌単位数は,103稀 釈の段階に

おいて,0.5%ま たは1%NaOH液 で10分 商処理

したのち,階 段的に稀釈して1%KH2PO4小 川培地

に3本 ずつ,0.1m1ず つ接種した。

集落計算は37℃ で培養した ものを,非 病原性菌では

4～5日 目,A.A.B.は20日 目に検し,100コ 以下の

集落が数え られる段階か ら行ない,菌 液自身および全身

の生菌単位数を算定した。

III 成 綾

1.予 備実験の成績

a)菌 液 自身のNaOH処 理の相違による生菌単位数

の変動

M.phlei,M.butyricumお よびわれわれの分離せる

A.A.B.の 一株(Y1株)に ついて,そ の10mg/mlの

菌液を102稀 釈の 段階において,そ れぞれ0.5%お

よび1%NaOH液 で10分 間処理,順 次階段稀釈し

た場合の生菌単位数の変動は表1の ごとくである。

すなわち,M.phlei,M.butyricumに おいては1%

NaOH10分 間処理で生菌単位数が10-2～10-5も 著減

しているが,0.5%10分 間処理 では,NaOH無 処理

のさいの生菌単位数とほぼ合致 している。一方A.A.B.

Y1株 では,1%10分,0.5%10分 お よび無処理の

3者 とも,生 菌単位数の変動を認めない。

b)全 身homogenateのNaOH処 理 の相違による生

菌単位数の変動
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表1ア ルカリ処理の相違による非病原性抗酸

菌および非定型抗酸菌菌液の生菌単位数

の変動

(10ng/ml0.1ml当 り1%KH2PO4小 川培地植付け)

表2ア ル カ リ処 理 の相 違 に よ る非 病 原 性 抗酸

菌(M.phlei)お よ び非 定 型抗 酸 菌 感 染

ハ ツ カ ネ ズ ミ全 身homogenateの 生 菌 単

位 数 の変 動

(10mg/ml0.2mlハ ツカネズミ尾静注直後,2匹 のハ
ツカネズミの平均)

M.phleiお よびA.A.B.Y1株 について,そ の湿菌

量10mg/mlの 菌液を0.2mlず つ それぞれdd系ハ

ツカネズ ミの尾静脈内接種直後,2匹 ずつのハツカネズ

ミの全身homogenateを 作 り,NaOH終 末 濃度が0.5

%お よび1%と な る ように10分 間NaOH処 理 を

行ない,そ の全身homogenateの 生菌単位数を,接 種

菌液 自身の生菌単位数と比較した結果は表2に 示す とお

りである。

すなわちM.phleiで は0.5%NaOH10分 間処理

の場合,そ の生菌単位数は接種菌液のそれと同じorder

で あるが,1%10分 間処理では明 らかに回復菌数がお

ちてい る。Y1株 では0.5%お よび1%処 理 の場合

とも,接 種菌液の生菌単位数 とほぼ同じである。

以上a),b)予 備実験の結果か ら,非 病原性菌M.

phleiお よびM.butyricum使 用の場合は0.5%Na

OH10分 間,A.A.B.に おいては1%10分 間 処理

を行なうこととした。

2.本 実験

a)非 病原性抗酸菌(M.phleiお よびM.butyricum)

の宿主体内生菌数推移

表3お よび図1に 示すごとく,こ の2株 とも感染後著

明な菌数減少の途をた どり,M.phleiで はすでに2週

目に,M.butyricumで は4週 目には生菌を認めなく

なってい る。

b)わ れわれの分離せるA.A.B.株(Y1～Y8)の

宿主体内生菌数推移

表3非 病 原 性抗 酸 菌 の ハ ツ カ ネ ズ ミ全 身ho-

mogenize法 に よ る生 菌 数 推 移(×105)

(NaOH0.5%10分 間処理,そ れぞれ2匹ずつの平均)

図1 非病原性抗酸菌およびわれわれの分離せ
る非定型抗酸菌(3株)の 宿主体内生菌

数推移(接 種生菌数107前 後の場合)

表4は その感染後の経過を追った生菌単位数の変動で

ある。これを図示した ものが図1,2で あって,図1に

示されるY1,Y2お よびY3株 は,そ の接種菌数が非

病原性菌 とほぼ同じ107前 後であるが,い ずれ も4～6

週 にいた るも十分に生菌を認め,明 らかに非病原性菌 と

の差異が現われている。

図2は104～106前 後の接種菌数の場合で,図1の 非病

原性菌の場合よ りその接種菌数が少ないにかかわ らず,

表4 われわれの分離せる非定型抗酸菌のハツ

カネズ ミ全身homogenize法 に よる生菌

数推移(×105)

(NaOH1%10分 間処理,それそえ12匹ずつの平均)
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図2わ れわれの分離せ る非定型抗酸菌の宿主

体内生菌数推移(接 種生菌数104～106前

後 の場合)

Y4～Y8株 いずれ も4週 目において も十分に宿主体内

に生菌を証明している。

c)ア メリカ由来のA.A.B.3株 の宿主体内全身生

菌単位数の変動

表5お よび図3に 示 されるごとく,こ れ らの3株 の

生菌単位数推移には明 らかな差異が あり,Photochro-

mogenForbes84株 においては2～4週 に著明な菌数

表5ア メ リ カ由来 の非 定 型 抗 酸 菌 の ハ ツカ ネ ズ

ミ全 身homogenize法 に よ る生 菌 数 推 移

(NaOH1%10倉 間処理,2匹 ず の平均)

図3ア メリカ由来の非定型抗酸菌の宿主体内
生菌数推移

単位の上昇を認めるが,他 の2株 ではかか る現象をみ

ない。photochromogenBostrumD-35株 は6週 ごろ

まで,接 種時の菌数単位を保持 し,batteyNo.100616

株 は接種後,漸 次菌数減少を示 している。

これ らの3株 と,わ れわれの分離 したA.A.B.株 の

生菌数推移を比較すると,と もに非病原性抗酸菌M.

phlei,M.butyricumと は明 らかに異なる生菌数推移を

示し,非 病原性菌では4週 には全く生菌を検出し えな

いのに,こ れ らはともに4週 後 も十分に 宿主体内に検

出しうる。

またY6株 はForbes84株 と同じく,菌 数上昇の傾

向を示し,Y3お よびY7株 はNo.100616株 に 類似

し,Y1,Y2,Y4,Y5お よびY8株 はBostriumD-

35株 と同一傾向の生菌数推移を示してい る。

図4は われわれの研究室において,同 様ハツカネズミ

全身homogenize法 によって行なわれた 数種の抗酸菌

の生菌数推移である。 これ とわれわれの分離したA.A.

B.菌 株 およびアメリヵ由来のA.A.B.菌 株 の生菌数

推移を比較検討してみると,

1)A.A.B.Forbes84お よびY6株.は 有毒H37Rv

株 と同様,感 染後 より全身生菌数の増加を示し,2～4

週 にはその生菌数が最大に達してのち,漸 次菌数減少の

傾向をとる。

2)A.A.B.No.100616お よびY3,Y7株 は,無

毒H37Ra株 の菌数推移 と同様の類型に属して,感 染後

漸次菌数減少を示してい る。

3)A.A.B.BostrumD-35お よびY1,Y2,Y4

 Y5,Y8株 は,弱 毒VolebaciUusD-15と 同様な菌

数推移を示して,感 染後4週 目 ごろまで 感染時とほぼ

同じ生菌単位数を維持 している。

図4数 種の抗酸菌のハツカネズ ミ全身homo-

genize法 に よる宿主体内生菌数推移(加

藤 ・三木 らによる)
(NaOH1%10分 間処理,それぞれ2匹の平均)
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すなわちA.A.B.の ハ ツカネズミ全身生菌単位数の

推移は,有 毒H37Rv型 か ら無毒H37Ra型 にいたるま

でその菌株によって多様性を示すことが認め られる。

IV総 括および考案

A.A.B.の 動物に対する毒力については,Pollakら

2)は ハ ムスターに致死的な 病変を呈するところか ら
,

実験的にもハムスターを使用することが好都合であると

したが,モ ルモットの場合 と同じくA.A.B.の 菌株に

よつてその病変の設定に普遍性がなく,最 近ではむしろ

ハツカネズミがA.A.B.の 病原性を論ず る場合に重要

な役割を有することが認め られるように なってきた5)^

11)。

宿 主体内へ入れ られたA.A.B.が 感染後の経過 とと

もにその体内においていかなるpopulationの 推移を示

すかを知ることが,A.A.B.と 他の 抗酸菌との 毒力の

相違を比較す るうえに必要であるし,ま たそのpopula-

tionの 相違か らA.A.B.のMycobacteriaに おける分

類上の位置を明らかにす る一つの方法 となるのではない

か と考える。

このような意味で,ハ ツカネズミ全身homogenize法

を用いてA.A.B.と 非病原性抗酸菌およびその他の抗

酸菌との宿主体内全身生菌数推移がいかに相違す るかを

比較検討 してみた。われわれの研究室の三木,加 藤 らは

ハツカネズ ミ全身homogenize法 を 用いて 諸種の抗酸

菌について,そ の全身生菌数推移 と毒力との関連性を検

討 して,Ravenel株,H37Rv株 の ごとく,強 い 毒力を

示す一つの条件 として,宿 主体内に入った菌が感染初期

において増殖力を示すことが 必要であると述べている

12)～14)。

A.A.B.に おいても,Forbes84株 およびわれわれの

分離せるY1株 は,ハ ツカネズミ体内において この初

期増殖力を呈していて,あ たか もH37Rv株 の菌数推移

を思わせる。

BostrumD-35お よびY1,Y2,Y4,Y5,Y8株

は初期増殖を示さないが,感 染時の生菌単位数を一定期

間維持 していることは弱毒VolebacillusD45と 同様

であって,弱 いなが らもハツカネズミ組織に病変を形成

せしめうる能力を有しているものと考え られる。

No.100616株 およびY3,Y7株 の 宿主体内生菌数

推移は,無 毒H37Ra株 の それと同じ類型に属するもの

であって,感 染後漸次菌数減少を呈しているのは,こ れ

らの菌株がハツカネズミ体内で増殖す る能力を欠 き,組

織の抵抗力とたたかって一定の菌数を保持す る力を有せ

ず,ハ ヅカネズ ミ組織に病変を設定することがで きない

ものと考え られる。

以上のように,A.A.B.菌 株 の ハツカネズ ミ体内生

菌数推移が,有 毒H37Rvの 類型に属す るものか ら無毒

H37Raの 類 型に属するものにいたるまで 多様性を示す

ことは,今 まで報告 されたように種々のA.A.B.菌 株

のハツカネズミに対す る病原性が菌株に よつて 一定せ

ず,致 死的な病変か ら非常に弱い病変まで多種多様であ

ることを立証 しているものと思われる。一方非病原性抗

酸菌M.phleiお よびM.butyricumは 感染後急激な

生菌単位数の減少を示し,2～4週 目には すでに 体内に

生菌を検出しえなくなる。すなわち宿主の組織が もっ防

御機転によつて速やかに殺滅,排 除されるものであろう。

なおアル カリ処理に対 しては,こ れ らの非病原性菌が

1%NaOH10分 間処理により0.5%10分 間 処理の

さいよりその生菌数が10-2～10-5ま で低下す るのに比

し,A.A.B.の 諸株は有毒結核菌の場合 と同じく1%

10分 間処理で もその生菌数に 影響をうけない。 このよ

うなアルカリに対する態度に おいて も,A.A.B.と 非

病原性菌の間に明 らかな差異があ り,一 面A.A.B.と

有毒結核菌 との近似性を示 している。

V結 語

ハッヵネズ ミ全身homogenize法 を 用いて,わ れわ

れが本院入院結核患者の喀痰より分離した非定型抗酸菌

8株 と,ア メリカ由来の非定型抗酸菌3株 の宿主体内生

菌単位数の 推移を比較する とともに,非 病原性抗酸菌

(M.phlei,M.butyricum)お よび その他の 抗酸菌の

生菌数推移と,そ の相違 を検討 して次の結果を得た。

1)非 病原性菌は,感 染後急激な 生菌数の減少を示

し,2～4週 目にはすでに宿主体内に 生菌を検出しえな

くなる。

2)わ れわれの分離 した非定型菌株 も,ア メリカ由来

の菌株 も同様な傾向の生菌数推移を示 した。

3)非 定型抗酸菌のハツカネズ ミ全身生菌数推移は多

様性を示して,次 の3型 に分類で きる。

i)有 毒H37Rv型 に 属するもので,初 期増殖力を

示す もの。

ii)弱 毒Volebacillus型 のごとく,一 定期間(感

染後4～6週 ころまで)接 種時の生菌数単位を保持する

もの。

iii)無 毒H37Ra型 の類型に属す るもので,感 染後

漸次菌数減少を呈す るもの。

直接御指導,御 校閲を賜わった山村雄一教授に満腔の

謝意を表す るとともに,た えず御援助を頂いた刀根山病

院研究室の三木勝治および加藤允彦両博士に厚 く感謝す

る。

参 考 文 献

1)大 島一馬:結 核,34:400,昭34.

2 ) L.E. Wood, V.B. Buhler & A. Pollak : Am.



1960年3月

205

Rev. Tuberc., 73 : 917, 1956. 

3) A. Pollak & V.B. Buhler : Am. Rev. Tuberc., 

71 : 74, 1955.

4) L.H. Schmidt, R. Hoffmann & W. Steenken : 

Am. Rev. Tuberc., 75 : 169, 1957.

5) H.E. Crow, C.T. King, C.E. Smith, R.F. Corpe 

& I. Stergus : Am. Rev. Tuberc., 75 : 199,

 1957.

6) W.H. Feldmann & A.G. Karlson : Am. Rev.

Tuberc., 75 : 266, 1957.

7)田 坂 定 孝 他 ・・躰 麟 結 核,17:512,昭32.

8)小 川 辰 次:日 本 臨 躰 結 核,16:512,昭32.

9)占 部 薫 他:結 核,33:379,昭33.

10)占 部 薫 他:医 学 と生 物学,42:33,昭32.

11)占 部 薫 他:医 学 と生 物 学,45:196,昭32.

12)加 藤 允 彦 他:結 核,30:638,昭30.

13)加 藤 允 彦 他:結 核,31:158,昭31.

14)加 藤 允 彦 他:結 核,32:472,昭32.


