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結 核 菌 のVirulenceに 関 す る 研 究

第3報INH耐 性 菌 の モ ル モ ッ ト に 対 す る 毒 力

高 崎 宗 陽

北里研究所(指 導 水之江公英部長)

受付 昭和34年12月17日

緒 言

結核 の化学療法 において,今 日その隆路 ともい われ る

べ き ものは薬剤耐性 の問題 で,耐 性獲得 の機序,耐 性上

昇防止 または耐 性菌 の毒力 な どの解決 に多 くの努力が払

われ,そ の結果 多 くの報告が 発表 されてい る。

同研究室 の渡辺1)は,結 核菌 のマ ウス体 内で のINH

耐性獲 得は,そ の菌株 に よ り異な り,毒 力 の 強 い もの

すなわ ちマウス体 内で増 殖の強い ものに早 くか っ多 く見

出だ され ること,ま たINH耐 性菌 の毒力が,マ ウス

の尾静 脈内感染では原株 に比 して低下 してい ること,ま

た低耐性株 の中には不安定 の ものが あって,逆 変 異を起

こす もの もあ ることな どを報告 してい る。

私は渡辺 と同様 マウス体 内で得たINH耐 性菌 の毒

力 を,モ ル モッ トの 皮下お よび 静脈 内に 感染 させ,生

死,臓 器の大 きさ,臓 器 内の生菌単位 な どを測 定 し,次

の ごとき結果 を得たので これを報告 し,大 方 の御批判 を

仰 ぎたい。

実験材料な らびに方 法

1.実 験材料

使用菌株:当 研 究所保存 の強毒 人型結核菌黒野株感染

マウスに,経 口的にINHを 投与 して マ ウス体 内で

INH耐 性を獲 得 した,INH10γ お よび100γ 耐

性株 で,お のおのINH10γ および100γ 耐 性培地

か らINHを 含有 しない培地 に植 えついだ ものを,ま

た対照 としてINH感 性黒野株 を使 用した。菌液 には

各株10日 間培養 の ものを用 いた。Catalaseは 発泡法 に

よつた。

使 用培地:小 川培地 を用 い,耐 性測定 には この培地 に

よる0γ,1γ,10γ,100γ の系列 を用いた。

使 用動 物:モ ルモ ッ トは雄 の420g前 後 の ものを 用

いた。

2.実 験方法

モル モッ トにCatalase陰 性のINH10γ,100γ

耐性黒野株,お よびCatalase陽 性 のINH感 性黒野

株の1mg/ml菌 液 の0.1mlを,皮 下 および 静脈 内

に感染せ しめ,そ の後週2回 体重測 定 な らびに 淋巴腺

腫脹 の状態 を観察 した。 また皮下感染群 は,感 染第6週

後,10週 後 および14週 後 に,静 脈 内感染群の 場合1に

は,感 染第5週 後 まで は毎週,そ の後 は8週 後 にそれ

ぞれ屠殺剖見 し,肺,脾,肝,腎 の重量 を測定,各 臓器

の1gを ホモ ジナ ィザーを用 いて 乳剤 とし,小 川培地

のINH0γ,1γ,10γ,100γ の系列 を用い て定量

培養 を実施 し,臓 器 内の生菌単位 とその耐性 の分布状態

を観察 した。

実 験 成 績

A)モ ル モ ッ トの皮下感染実験

感染菌液の生菌単位,お よびINH耐 性 は表1の で

とし。

表1 INH感 性 な らび に耐性株 モル モ ッ ト

皮下感染菌液 の生菌単位お よび耐性

(1)モ ル モッ トの斃死状態

感染第14週 後までの実験 中,第11週 お よび14週

後 に原株INH感 性黒野株感染群(以 下原 株群 と略)

モル モッ トに斃 死をそれぞれ1匹 宛認めた。

(2)モ ル モ ッ トの体重 の増加 状態

体重 の変化 は,INH10γ 耐性株 感染 群(以 下10

耐群 と略),お よびINH100γ 耐性株感染群(以 下

100耐 群 と略)で は,感 染第4週 後 に 体重の 増加が ほ

とんど止 まっ てい る。原株群 は3週 後に体重の減少が も

つ とも著 しく,4週 後で もほ とん ど増加が み られ ない。

各群 と もそれ以後は週 を経過 す るにつれて大体増加 して
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い る。

(3)鼠 蹊淋巴腺の腫 脹状態

各 群の中で も個 体差 に よって異なったが,一 般に原株

灘が もつ とも早 く触知 されかっ大 き く,す なわ ち感染第

3週 後位 よ り触れは じめ,5週 後では小指頭 大の腫 脹を認

めた。10耐 および100耐 群 では6週 後 くらいよ り淋

巴腺腫脹が触知 で きた。9週 後で は原株群 に小豆大2コ

くらい,10耐 群 は米粒大1コ くらいの淋巴腺 の腫脹が

触知で きた。 しか し100耐 群 で はほ とん ど触れ なかっ

た。

(4)各 臓器の重量(表2)

肺の重量 は感染第6週 後で,原 株群が他の2群 よ り

すでに1g前 後重 くなってい る。 その後は 各群 と も週

を経 るに 従って 重 くなって い る。 すなわ ち10耐 群で

は,6週 後 よ り10週 後 では約0.5g,さ らに14週

後で も約0.5g増 加 してい る。100耐 群 では,6週 後

か ら10週 後 には約1gの 増加が み られたが,そ の後

14週 後 にか けてほ とん ど増加が み られなか った。 原株

群 では6週 後か ら10週 後 には約0.5g,10週 後か ら

14週 後 に約0.6gの 増加 を示 した。

脾 の 重量 は10耐 群 で は,6週 後か ら10週 後 には

0.86g,さ ら に14週 後 には0.74g増 加 してい る。

100耐 群で は6週 後か ら10週 後にか けて約0.1gの

増加がみ られたが,そ の後14週 後にはほ とん ど増加が

み られなかった。 原株群で は6週 後か ら10週 後 では

かえって重 量の減少がみ られたが,14週 後にな ると,ほ

ぼ6g以 上7g近 くの増加がみ られた。

肝 の重量 は耐 性株2群 と もほ とん ど増加 がみ られなか

ったが,原 株群では6週 後か ら10週 後にかけて1.6g,

さ らに14週 後 には約10gの 増加 が認 め られた。

腎 では原 株群で6週 後か ら14週 にか けて1.36g増

加,他 の耐性株2群 で も若干 の増加が 認 め られ たが,

原 株群 ほ ど著 明で なかっ た。

局所淋巴腺 で は,原 株群 は 第6週 後 すでに2.78g

膨大 してい て,10週 および14週 後 とか えって 小 さ く

なってい る。一方10耐 群で は,14週 後に なって若干

の増加がみ られたが,100耐 群ではほ とん ど重量の増加

が認め られなかった。

(5)肺,脾 の生菌単位(表3)

10耐 群では,肺 におけ る生菌単位 は,6週 後か ら10

週 後にいたって約10倍 の増加 が,ま た10週 後か ら14

週後 ではほ とん ど増加 がみ られなか った。脾 におけ る生

菌単位 は,6週 後か ら10週 後で約2倍 に,さ らに10

週か ら14週 後 にいたっ て 前者の約5倍 の 増加がみ ら

れ た。 これに反 して100耐 群の 肺で は14週 後に,わ

ずか に菌 を証明 したのみで あった。 また 脾で も6週 後

に,わ ずかに,す なわ ち10-2稀 釈 で 集 落1コ,そ の

後は培 養に よって菌 を証 明す ることはで きなか った。 原

表2 INH感 性 な らびに 耐性株皮下感染

モル モ ットの各臓器の重量

株群では肺の生菌 単位 は,6週 後か ら10週 後 では若干

の増加 が,10週 か ら14週 後 では ほ とん ど その増加が

み られ なか った。 脾 の 生菌単位 は6週,10週,14週

後 の間にほ とんど その差が 認 め られ なかった。10耐 群

と原株群 との間の肺お よび脾 の生菌単位の比較で は,6

週後で それ ぞれ1.1×103,7.6×109,お よび2.5×104,

9.5×104と 若干の差 を 認 めたが,そ の後 ほ とん ど差 を

認 め られなかった。

耐性の変動(表3)は,10耐 群では6週 後 に,肺 に

おいて完 全INH10γ 耐性を,脾 では不完 全INH

10γ 耐性がみ られた。10週 後 では,モ ルモ ッ ト21匹中

の1匹 の脾の10-4稀 釈 で培養 した ものにINH10γ

耐性集落が1コ,他 にはそれ を 認 め ることが で きなか

つ た。 また感染第14週 で は や は り モル モ ッ ト2匹 中

の1匹 の脾 の10-2稀 釈で培養 した ものにINH10γ

耐性集落1コ,他 にはそれを 認 めなか った。100耐 群

で は,菌 数が少ないために耐性菌 の変動 を云々す ること

がで きなかった。

B)モ ルモ ッ トの静脈 内感染 実験

感染菌液 の 生菌単位 およびINH耐 性は表4の ご

とし。

(1)モ ルモ ッ トの斃死状態

感染第5週 後の原株群で は,斃 死の ため 生残 モル モ

ッ トはみ られ なかったが,INH耐 性株2群 では8週

後 までの観察期間中斃死 モルモッ トはなか った。

(2)各 臓器の重量
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表3 INH感 性な らびに耐性株 皮下感染 モルモ ッ あの肺,脾 の生菌単位 お よび耐性

表4 INH感 性な らびに耐 性株 モルモ ッ ト

静脈 内感染菌液 の生菌単位 および耐性

肺 の重量 は,10耐 群で は 感染第1週 後 よ り3週 後

までは2.609か ら2.789の 間で ほ とんど増加が み ら

れ なかっ たが,4週 後 には 約0.59前 後の増加,さ ら

に8週 後 にい たっ て1.49増 量 してい る。100耐 群で

は1週 後 よ り3週 後 まで はわずか に,4週 後 になる と

0.259の 増量,さ らに5週 後 に な ると約1.5gの 増

加 がみ られた。 原株群で は,1週 後 は他の2群 と差の

ない2.29で あっ たが,2週 後 には 約0.49,3週 後

には0.349,さ ら に4週 後で は0.139と 増加 してい

る。

脾 の重量 は10耐 群で は,1週 後で は0.429で あっ

たが,2週 後 では1.11gと2倍 以上に,さ らに3週

後 では0.46g増 加 して1.57gに,以 後4週 お よび

5週 後 とか えって 減 少 してい るが,8週 後 には3.14g

と膨大 してい る。100耐 群では,1週 後 は0.5g,2週

後 には3倍 強 の1.59g,さ らに3週 後 には約1g増

加 の2.629,以 後 は若干減少 して い るよ うに みえ る。

原株群 で も1週 後 は0.5gで,前2群 とほ とんど 変

わ らないが2週 後 には4倍 強の2.1g,3週 後に はさ

らに 若干大 きくなっていて,4週 後 になる と3.2gの

大 きさに達 してい る。

肝の重量 は,脾 と 同様の経過で,2週 後には 原株群

8.29,100耐 群4.29,10耐 群1.29の 順に,ま た

3週 後 には 原株群9.16g,10耐 群8.28g,100耐 群

5.15gの 順1に増加 した。 しか し4週 後 には3群 とも

減 少 した。そ して8週 後 には,100耐 群が9.44g,10

耐群 が4.29と 再 び増量 した。

腎 の重量 は,各 群 とも感染3週 後 まで大 きくなつてい

るが,そ の後 は増減 をみない よ うで ある。

(3)各 臓器 の生菌単位

表5,6に 示す ご とく,肺 の 生菌 単位 は,1週 後で

は,原 株感 染群が もつ とも多 く,つ いで100耐 群,そ

して10耐 群では10-2稀 釈 で集落が み られ なかつ た。

10耐 群では,1週 後 よ り2週 後 に な ると100倍 以上
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の生菌単位の増加がみ られ,以 後4週 まで ほ とん ど変

化 がな く,5週 後 には 約1/10に なって い るが8週 後

にな ると約104倍 の 増 加がみ られた。100耐 群では,

1週 後か ら2週 後 には約10倍,3週 には さ らに2倍,

4週 後 では3週 の約25倍,そ して5週 では4週 の

約3倍,第8週 後 になって約1/2,500に なってい る。

原株群では1週 後か ら2週 後で は約25倍 に増加,3

週で は2週 の約1/2に,4週 後で は3週 の約20倍 に

増加 してい る。

脾 の生菌単位 は,1週 後で は原株群が もつ とも多 く,

ついで100耐 群,も つ とも少ないのは10耐 群 であっ

たが3者 間に著 しい 差はなかった。10耐 群では1週

後か ら2週 後 には 約100倍,以 後3週 は2週 の 約

1/10,4週 は3週 の約1/10,5週 も4週 の約1/10と 減 少

したが,8週 後 では約104倍 く らいの 生菌単位が み ら

れた。100耐 群では,1週 後 か ら2週 は約10倍,以

後2週 か ら3週 は約1/10に,4週 は3週 と 同様で

変化 な く,5週 に な ると4週 の30倍 に 増加 してい る

が,8週 後に なって5週 の約2×103倍 の 生菌単位 を

みた。 原株群で は1週 後 か ら2週 後 は 約20倍 の 増

加,以 後3週,4週 とほ とん ど増 減がみ られなかった。

肝の生菌単位 は,10耐 群 と原株群では1週 後か ら2

週 には約10借 の増加 が,以 後 はほ とん ど前 者は8週 後

まで,後 者 は4週 後 まで増減が み られ なかっ た。100耐

群 は1週 後か ら4週 までほ とん ど増減が な く,5週 に

なって4週 の 約20倍 に,そ して8週 後で は5週 の

約1/40に 減少 した。

腎の生菌単位 は,1週 後では原株群が もっ と も多 く,

100耐 群が これにつ ぎ,10耐 群が もっ と も少なかった

が3者 の間に著 しい差 はなか った。10耐 群では,1週

後か ら2週 は 約10倍 に,2週 か ら3週 は1/2に,

3週 か ら4週 はほ とんど変化 な く,5週 で は4週 の2

倍 に,そ して8週 後 で は5週 の100倍 の 生菌単位 を

示 した。100耐 群 で は1週 後か ら2週 は 約3借 に,

3週 は2週 の約1/3に,4週 は3週 よ りほ とん ど増

減な く,5週 には4週 の約5倍 であったが,8週 後 で

は5週 の約1/2.5の 生菌単位 を示 した。原株群で は1

週後か ら2週 は約10借 に,3週 は2週 とほ とんど増

減 な く,4週 で は3週 の約2借 の生菌単位 を示 した。

(4)各 臓器 内の菌の耐性

表5,6の ご とく,INH耐 性株2群 の感 染第1週9

2週,3週,4週,5週 お よび8週 後 におけ ろ モルモ

ッ ト各臓器 内の菌 の耐性 のpopulationが 感性へ復帰 し

たよ うな傾 向はみ られ なかつ た。

考 案

INH耐 性菌 の毒力 の 問題 につい ては,幾 多の報告

が発表 きれ てい ろ。

北 本3),高 橋4)ら はモルモ ッ トを 用い た 実験 におい

て,全 般 的に弱毒化 の傾向 を示 してい るが,一 部には ま

だか な りの毒力 を保持 してい ることを述べ,な おINH

耐性菌で も菌株に よ り,そ の毒力が原株 に比 して低下度

が異な る点を指 摘 してい る。

INH耐 性菌 とCatalaseに ついては,Middlebrook

5)はINH50γ 以上 耐 性株 がCatalase陰 性で
,モ

ルモ ッ トに 対 しては 高度減毒 または 無毒 で あった と報

告 。Peizer6)ら は耐性度が高いほ どCatalase反 応 は弱

くな る傾 向にあ り,ま た耐性度 の高い菌 はモルモ ッ トに

対す る毒力 は 一般 に 弱い よ うで ある と述べて い る。

Nassau7)ら もINH高 耐性菌 の4/5はCatalase反

応陰性で あ り,毒 力 もかな り減毒 してい ると,ま た 平

野8)9)はINH耐 性菌の モル モ ット1に対す る毒力が

50γ 耐性で ほ とん どその病原性 を失 ってい ると述べ て

い る。

耐 性度 と毒力 の関係 について,Rieux10)ら はモルモ

ッ トの実験でINH0.05γ 感性 の菌で は 毒力 は落 ち

ないが,0.05γ 耐性,0.5γ 感性菌で は 毒力 は 落 ち,

さらに5γ 耐性菌 にな ると毒力 は非常 に 落 ちてい る。

しか し高度耐性菌で も依然毒力の強い もの もあつた と報

告 してい る。Morse11)は モルモ ッ トの2ヵ 所 の 成績

を比較 して,0方 の 実験では0.2γ 程度のINH耐

性菌 も毒力 の 減弱が み られたが,他 方 の 実験 成績で は

INH100γ 耐性菌 の感染 に よって 進 行性の 病変 と斃

死例 を認 めた と報告,INH100γ 耐性菌感染 モル モ

ッ トよ り分離 した 菌 の 耐性 を 測定 してみ る と,INH

0.2γ に感性で あっ たこ とか ら,後 の実験では耐性菌中

に 感性菌が 混入 した ためで あろ うと考 察 して い る。

Peizer6)はINH治 療 患者か らの分離菌 のCatalage

とモル モッ トに対 す る毒力 とは一致す うが 耐性 とCata-

laseま たは モルモ ッ トに対 す る 毒力 は 一致 しない。

また患者 の喀痰か ら直接検査法で得 た耐性菌の 中に は感

性菌が混在 していて,感 染 モルモ ッ トか ら感性菌が分離

された こと も報 告 してい る。

以上の ごと く,INH耐 性菌 の モル モ ットに 対す る

毒力 は,一 般 に 無毒12)13)か,ま たは 減毒14)～16)し

てい るとい うのが現在 の状況で あろ う。 また一方Cata-

lase陰 性 のINH耐 性菌 のモルモ ッ トに対す るViru-

lenceの 減弱度は菌株 に よ り異な り,各 耐性菌の 親株で

ある感性原株のVirulenceの 強弱に よって 異な ると報

告 されてい る17)。

本実験に用いた強 毒人型結核菌黒野株(マ ウス体 内で

耐性を 獲 得 した)のCatalase陰 性のINH10γ,

100γ 耐性株,お よび原株 であ るCatalase陽 性 のINH

感 性株 をモルモ ッ トに接種 した感染実験で,そ の斃死状

態 を観察す ると,モ ルモ ッ トの皮下感染においては,原

株群の11週 わよび14週 後に それぞれ1匹 宛の 斃死
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表6 INH感 性な らびに耐性殊静脈 内感染 モル モ ッ

例 を,ま た静脈 内感染 では5週 後 で原株群 に 斃死の た

め生残 モル モ ッ トは み られ なかっ た。 しか しINH耐

性株2群 は,皮 下感染で は,感 染後14週 まで,静 脈

内感染では8週 まで観察 した結果,斃 死 モル モ ッ トを

認 め るこ とがで きなかっ た。 この こ とはINH10γ,

お よび100γ 耐性株は原株INH感 性 黒野株に 比 し

て,そ の毒力の弱い こ と,お よび結核死にい た らしめ る

よ うな進行性病変 を起 こさない こ とを示 してい る とい え

よ う。平野9)は モル モ ッ トの人型INH50γ 耐性株

の皮下感染において,感 染10週 後の剖見で は,原 株感

染 群のほ うは著 明な結核性症変 を示 したが,耐 性 株感染

群のほ うはほ とん ど変化 を認 めなか つた と,ま た培養試

験 で も,原 株群で は内臓か ら多数の菌 を証 明で きたが,

耐 性株 感染群 のほ うは淋巴腺の乾酪様物質か ら結核菌 を

証 したのみで ある と述べ てい る。

著者の行 なつた モル モ ッ ト皮下感染実験中,100耐 群

で は,肺 で感染14週 後 に10-2稀 釈で ただ1コ の集

落 を,ま た脾 で も10-2稀 釈で6週 後に1コ の集落 を

認 めたのみで,そ の後 は培養 によって菌 を証 明す ること

はで きなか つた。また臓器 中で も肺,脾 および淋巴 腺の

重 さは,他 の2群 に比 して きわめて軽か った。10耐 群

では,肺,脾 お よび淋 巴腺の大 きさは原株 群に比 す とや

や小 さいが,100耐 群の もの よ りもか な り重 い。10耐

群の肺な らびに脾 の生菌単位 で も,感 染6週 後 で は 原
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トの臓器 の生菌単位 および耐性(感 染後第3,4,5,8週)

株群 よ りは少ないが,10週,14週 後 にいた るとほ とん

ど変 わ らない生菌単位 を示 した。

耐 性の変動 は,100耐 群では培養 され た菌が少 ないた

め,感 性へ の復帰が起 こったか どうか判然 としないが培

養 された菌 の間接 法 によ るINH耐 性測定で は,100γ

完全耐性 を示 した。す なわち感性への復帰は起 こ らなか

つ たので はなか ろ うか。一方10耐 群 では,肺 は感染6

週後 のみ,脾 は6週,10週,14週 後にわずかに10γ

耐性菌 を証 明す ることが で きた。 その耐性菌の数が全菌

数 中 きわめて少数で あるところか らみ ると,感 性への復

帰 を考 えぎるをえない。

静脈 内感染では,INH100γ 耐性株 は 皮下感染 と

同一株,INH10γ 耐性株 は上記の よ うに感性への復

帰がみ られたので,新 たに黒野株 を感染 せ しめて,INH

を もって治療 したマ ウスよ り分離 した菌株 を用い た。 そ

の結果 は,耐 性株感染2群 は原株群 に比 してやや臓器の

生菌単位が少 ない程度で あった。 その臓器 内の菌の耐性

は表5,6の ごと く感性への復帰 はほ とん どみ られなか

つ た。

以上皮下感染では,安 定 したINH100γ 耐性株 は

ほ とん ど無毒に近い ことが,ま た低耐性のINH10γ

耐性株 は先に渡辺2)が マウスを 用いた 実験 で報告 した

よ うに,感 性への復帰が 起 こ り,そ の 感 性菌 に よ る変

化,お よび生菌単位の増加が認め られた。 しか し安 定 し
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たINH100γ 耐性菌 で も静脈 内感染 では,臓 器 内,

と くに肺な らびに脾 では生菌単位 の増加が認 め られ,少

な くと もモル モッ ト1に対 して無毒 であ るとは考 え られ な

い。低 耐性のINH10γ 耐性2株 を皮下,お よび静

脈 内感染 せ しめ,1株 は皮下感染 で感性への逆変異がみ

られ,他 株 では 静脈 内感染で 全然み られ なかっ た 点 よ

り,低 耐性菌 の中で も不安定の もの と安定 した もの とが

あって,前 者 は動物体 内で感性への変異 を起 こし,後 者

はそのまま耐性の変化 を動物体 内で起 こさないので あっ

て,感 染方法 によっ て感性への逆変異の有無が起 こる と

は考 え られ ない。

結 論

1)安 定 したINH100γ 耐性株の モル モ ット皮下

感染 では,ほ とんど無毒 にみ えるが,静 脈 内感染で は臓

器 内の生菌単位の増加等に よって無毒で ある とは考 え ら

れ ない。 しか し この場合で も感性原株 に比 して その毒力

は弱 い。

2)低 耐性INH10γ 耐性株 には安定 した もの と,

不安定 の もの とが あっ て,前 者 はモル モ ッ ト体 内で感性

へ の逆変異 を起 こさないが,後 者 は逆変異 を起 こし,動

物体 内で相 当な生菌単位の増加 を きたす。

本稿 発表 まで御指導,御 校閲,御 鞭燵 を頂い た水之江部

長,慶 大医学部牛場教授 な らびに北研水之江研究室諸民

に深謝 いたします。
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