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肺結核症 ならびに実験的結核モルモッ トより分離 した

結 核 菌 以 外 の 抗 酸 性 菌 に つ い て

第3報4%NaOHと4%H2SO4の 前処理の菌発育に対する

影響 とマウス接種の予備実験

遠 山 和 明

北里研究所付属病院(指 導 小川辰次部長)

受 付 昭 和35年1月12日

1緒 論

私の分離 した結核菌以外の抗酸性菌は試験管内の実験

によれば非病原性の抗酸性菌に一致するもののようであ

ることは前報で述べたとお りであるが,さ らに私は前処

理 の違 い によって抗酸性菌の検出率に差があるかどう

か,お よび菌の性状や試験管内の成績 との関係がどうか

を検討するために4%NaOHお よび4%H2SO4の

前処理の影響をみた。

次にこれ らの菌株 をマウスに接種し病変の有無をみる

のには,ど のよ うな方法によればよいかを明 らかにする

ために種々の菌量を接種 し,種 々の時期に屠殺剖検 し検

索 した。

マウスを選んだ のは非定 型的抗酸 性菌,あ るいは

INAH耐 性結核菌 を モルモットに 接種した場合は 病変

が現われないのにマウスでは病変を示すことは多くの研

究者によって証明されているので,非 病原性の抗酸性菌

と推定されるこれ らの菌株の中に も,あ るいはマウスに

対 して病原性を示すものが存在するのではないかと思わ

れたか らである。

II実 験 方 法

a)前 処理の影響

小川1)ら の定量培養の方法にならった。 まず 同一菌

株について前処理しない ものを1%小 川培地に接種す

るとともに,4%NaOHで 処理したものは3%小 川

培地に,4%H2SO4で 処理した ものは3%第 二燐

酸 ソーダ培地に同時に接種した。そして1%小 川培地

における発育の状態 を集落の発育 までの期間によって検

討するとともに4%NaOHお よび4%H2SO4で 処理

したときの集落数を比較することによ りその態度を観察

した。方法は次のようである。

① 使用培地

1%小 川培地,3%小 川培地は所定 のように 作つ

た。3%第 二燐酸 ソーダ培地は基汁が前2者 の培地と

異なるだけであるがその基汁は次のようである。

第二燐酸 ソーダ3.0

味の素1.0

蒸溜水100.0

② 培養の方法

継代1～2週 の菌を用い,1mg/ccの 菌浮游液を作

り,所 定濃度 への稀釈を それ ぞれ 滅菌 蒸溜水,4%

NaOH,お よび4%H2SO4で 行 ない,蒸 溜水で稀釈

したものは1%小 川培地に,4%NaOHで 処理した

ものは3%小 川培地に,4%H2SO4で 処理したもの

は3%第 二燐酸 ソーダ培地にそれぞれ0.106ず つ を

各稀釈段階について4本 宛接種した。接種菌量は菌株

により一定してい ないが大部分 の ものは10一4mgか ら

10-6mgの3段 階中の2段 階である。判定は2週 目に

行ない,発 育の遅い ものについては4週 で 行なったも

の もある。

b)マ ゥス接種の予備実験

① 実験に使用した菌株

白石株 …非病原性抗酸性菌 と推定されるもので肺結

核患者の喀疾か ら分離した菌株

今井株 …INAH10γ 完 全耐性,カ タラーゼ陰性の

結核菌であって肺結核症患者の喀湊か ら分離 した菌株

H2株 …毒力のある保存人型結核菌株

以上の菌株の性状および試験管内の実験成績は表1の

ようである。

② 動物

ddN系 の雄の109前 後 のマウスを用いた。

③ 接種方法

手振 り法によつて菌の浮游液を作 り尾静脈より白石

株,今 井株では5mg/ccの ものを0.2coす なわち1

mgと,0.5甥9/60の ものを0.2coす なわち0.1%

mgを接種 した。またH2株 は0.1mgの み を接種した。

その生菌単位は1%小 川培地により計算す ると次のよ

うである9
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表13菌 株の集落の着色と性状ならびに試験管内実験成績

注:1)抗 煮沸値 は分を示す。

2)コ ー ド形成性,中 性赤反応,ナ イア シン反応 につ

いて:一 は陰性 を,土 は疑陽 性を示す。

5)耐 は完全耐性 を,不 完耐 は不完 全耐 性をま た感 は

感 性を示 す。

4)耐 性の基準 は次 のよ うであ る。
SM10γ
PAS1γ
INAH1γ
C100γ 以 上
PZA100γ
Km10γ
VM10γ

5)SMは ス トレプ トマイシンの略
PASは パ ラア ミノサ リチール酸 〃
1NAHは イソニ コチ ン酸 ヒ ドラヂ ツ ド〃
Cは サ イクロセ リン 〃
PZAは ピラヂ ナマ イ ド〃
}Mは カ ナマイシン 〃

VMは パ イ才マイ シン

この表でみると接種した生菌単位は白石株がもっとも

多くて次にH2株 で白石株の1/5量,も っ とも少ない

のは今井株で白石株の約1/50と い うことになる。

④ 実験の計画

接種後1週,2週,3週,4週,5週,6週 と毎週,

2～3西 宛を屠殺剖検し,肉 眼的に淋巴節および臓器の

病変をみるとともに,脾 の 重量 を計つた。 また,肺,

肝,脾 等の臓器の一部をとり,組 織学的に検査するとと

もにこれ らの臓器よりの菌の還元培養を行ない,臓 器内

の菌の消長を追及した。なお毎週体重の測定を行なって

体重曲線を作った。

⑤ 還元培養の方法

小川2)ら の定量培養の方法に従った。すなわち,上

皿天秤で臓器の量を計 り,こ れに10倍 量の1%Na

OHを 加 えて滅菌 乳鉢で よくす り,そ れを さらに10

倍,あ るいは100倍 に稀釈してその0.100宛 を2本

の1%小 川培地に接種し,毎 週観察 して3週 で集落

数を比較した。臓器を100倍,1,000倍 稀釈 したのは,

集落数を数えることのできるようにした のである。100

倍 に稀釈 したものを0.1co接 種 したときの集落数は臓

器1mg中 の,ま た1,000倍 に薄めてその0.106を

接種した ものは0.12mgの 臓器中の数を 示すことに な

る。

皿 成 績

a)前 処理の影響

前報のように非病原性抗酸性菌 と推定され る菌群を被

検群,結 核菌群は対照群 とよぶことにす る。

① 前処理しない場合の初発集落の発育までの期間

まず,被 検群の前処理しない場合の1%小 川培地に

おける集落発育までの期間を みると表2の ように,1

週 以内に発育したものが25株(49%),2週 間までに

14株(27.5%),3週 間まで10株(19.6%)で あっ

て4週 間ではじめて発育したものが2株 あった。対照

群では1週 間に発育 したものはなく,い ずれ も2週 以

後であった。これ ら被検群の菌株は何代 も継代された も

のであるにもかかわ らず その半数は2週 以上を要して

いる。これ らの発育がひと系と動物系で差があるかどう

かをみた。 成績は表3で みるように,ひ と系は44株 で

あるがかな り遅れて発育するものがある。動物系は7株

であるがこれ らは3週 以後に発育するものは1株 もな

かった。

また,さ らに集落の着色および集落の性状と発育との

関係をみたが表3の ようにこれ らの ことと発育 との間

にははつきりした関係は認められなかった。

② アルカリ処理と酸処理の発育に及ぼす影響

集落数が2倍 以上の差のあった場合これを差 としてと

つて,

アルカリ処理>酸 処理をA群

アルカリ処理<酸 処理をB群

アルカリ処理=酸 処理をC群

表2前 処理しない場合の初発集落の発育 までの

期間

注:表 中の数字は例数を示す。
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表3初 発集落の発育までの期間と菌株の出所別,集 落の性状との関係

表4前 処理の影響 と菌株の出所,着 色,性 状 との関係

表5前 処理の影響と抗煮沸値の関係

としてみると表4の ように被検群の実験例46株 中A

群 は12株(26.1%),B群 は22株(47.8%),C

群 は12株(26.1%)で あった。このような 発育の態

度がひと系と動物系,集 落の着色 しているものと無色の

もの,お よび集落の性状と関係があるかどうかを検討 し

てみた。その成績は表4の ようにひと系ではこの3群

にほぼ同数分布 されているが 動物系の5株 は いずれも

B群 であって酸処理のほうが優れている。次に集落の

着色 しているものではB群 が他の2群 に比して著明

に多いが無色のものではA,B,Cの3群 に ほぼ 同

数に分散してい る。次に集落の性状 との相関についてみ

るとS型 ではB群 がA群 やC群 に比して約2倍

多い。中間型およびR型 ではその傾向ははつ きりしな

い。 なお,対 照群の場合は,C群 が12例 中の9例

(75%)で あって他の3例 はA群 であってB群 は

1例 もない。

次に前処理の影響 と抗煮沸値 との関係をみると表5の

ようで あつてB群 に おいて22株 中の18株(81.8

注:表 中の数字は例数を示す。

注:表5に 同 じ。

注:表5に 同じ。
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%)がKf値1以 下であった。 すなわちB群 におい

ては抗煮沸値の低い ものが多いということができる。A

群,C群 は この傾向ははつきりしない。次に中性赤反

応,コ ード形成性との関係をみたが一定の傾向は見出だ

せない。

またナイアシン反応はA群 もB群 もC群 も全部

陰性となった。なお,対 照群の発育 と前述のような反応

との相関関係をみたがはつきりした傾向はっかめない。

b)マ ウス接種の予備実験

① 体重の推移

H2株,今 井株,白 石株 ともに1.0mg接 種で も0.1

mg接 種で も次第に増加している。すなわち毒力のある

菌 と毒力のない菌 との問には体重曲線による著明な差は

認め られない。

表6肉 眼的所見(1.0初9接 種群)

表7肉 眼的所見(0.1mg接 種 群)

② 剖検所見

a)肉 眼的所見

そのいずれの場合でも淋巴節においてははつ きりした

所見は認められなかった。次に臓器の 病変をみると,

1.0mg接 種 では表6の ように,今 井株では脾,肝 に

は6週 まで1匹 も病変を認めたものはない。肺では,

4,5,6週 に3匹 ともに結核結節を認めることができ

た。白石株では1週,2週 お よび4週 において肝に結

節様のものを認めたものが それぞれ2匹,2匹,3匹

あ っ た し,ま た第5週 では肺に,6週 では脾に 同様

の結節様の ものを認めた ものがあった。しかしこれらの

結節様のものは普通の結節と異なる透明の感 じのす る白

色～乳白色の辺縁の比較的滑 らかなものであって数は2

～3コ である。

0.12%9接 種 の成績は表7の ようで あって,H2株

では6週 の2匹 の肺に結節を認めたのみである。次に

今井株では5週 に肝および肺に,ま た6週 に肺に結節

を認めたのがそれぞれ3匹 および2匹 あった。白石株

注:1)+は 結核 結節 および結 節様の ものの存在 を示 す。

2)結 節 の数 の程度 は次のよ うで ある。

+よ うや くみ うる程度(10コ 以下)++10前 後+++か な り多 数++++き わめて多数

注:1)表6に 同 じ。

2)*は 死 亡例
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では1.0m39接 種で認めたような結節様の ものを1週

に肝に1コ 認めたものが11匹 あっただけで他には病変

を認めない。以上のようにH2株 で も,今 井株 で も肺

に4週 以後に病変を認めたが 白石株ではほとんど病変

を示さない。

b)脾 の重量

1.0mg接 種の場合で も,0.1mg接 種の場合で も,

次第に増加しているがH2株 や今井株 のような有毒の

もの と白石株のような無毒なものとに差はない。

c)組 織学的所見

①0.1mg接 種群

脾:今 井株の第2週 に白,赤 両脾髄に 巨大喰細胞よ

りなる小 さい病巣が相当数出現 し,第3週 では 多数の

結節(巨 大喰細胞を主とする,一 部類上皮細胞化あ り)

を認め第4週 よ り結核結節に類上皮細胞の萎縮(細 胞

体の細小化,核 が濃 く小さくなる)傾 向を示し,第6週

では萎縮した結節を少数認めるのみとなる。白石株の所

見 もおおむね同じであるが第2,3週 の巨大喰細胞によ

る結節形成のさい浸潤性の傾向が強い。H2株 接種例の

第1週 では巨大喰細胞よりなるきわめて小さい 細胞浸

潤巣が少数みられ,第3週 では多数の類上皮細胞の細

胞体は細小化 し核 も濃 く小さくなる傾向を認めた。

肝:今 井株では第1週 に巨大喰細胞 よ りなる小病巣

が少数出現 し第2週 にはそれは 大きさと数を増し,多

数の結節を形成,第3週 では結節中に類上皮細胞化 し

たものが認め られ,第4週 より脾と同様に結節の萎縮

傾向を認めるが脾より著しくない。H2株 接種群では第

1週 ではKupfer氏 細胞の活動化像が認め られ,第3

週では小さい結節を多数認め,こ れは主に巨大喰細胞と

少数の多核白血球よりで きている。またこの時期に類上

皮細胞化 したものをみる。第6週 では類上皮細胞結節

を多数認める。 白石株接種群では今井株の場合よ り第

2,第3週 において病変の浸潤性の傾向が強 く肝細胞

の退行性変化がみ られる。このほかは今井株の場合と大

差がない。

肺:今 井株接種群,第2週 に充出血,第3週 に主と

して巨大喰細胞を主とする少数の結節性病巣が出現し第

4週 より第6週 にかけて病巣は大きさと数を増す。 病

巣中には,多 核白血球の浸潤を認め核の変性像がみ られ

る。H2株 接種群では第3週 では肺の充出血が著しく

なり巨大喰細胞を主 とす る限局性の病巣が出現し,第6

週 では結節性病巣はその数,お よび大 きさを増し病巣中

に多核白血球の浸潤,核 の変性像がみられ る。白石株接

種群では第2週,第3週 に充出血がみ られる以外に著

変を認めない。

②1.0mg接 種群

第1,第2週 で病変が0.1解9接 種群に比較 して著

しい以外,大 差を認めない。

以上今井株接種群 とH2株 接種群の所見は ほぼ同じ

である。白石株接種群では肝,脾 に今井株とほぼ同じ所

見がみられ るが肺に病変を起こさないことは前2者 と

異なる点である。

なお白石株において結節らしい ものをみたもので も特

異性の病変はみ られなかったし,ま た上述のような病変

表8臓 器よりの還元培養(1。0甥9接 種群)

注:1)表 中の数字は集落数の平均値 を示 し,小 数 点以下は切 り上げた。

2)柵 ～+は 無数で あることを示 し,+の 数の多 い ものほど集 落数の多 いことを示す。
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表9臓 器よりの還元培養(0.1粥9接 種群)

が とくにはつきりしているような所見 も認められなかっ

たか らおそらく非特異性の病変であろう。

d)臓 器よりの抗酸性菌の還元培養

1.0〃39接 種 の成績 は表8の ようで あって0.1mg

接種 の成績は表9の ようである。まず今井株では,1.0

7㍑9接 種では脾は1週 より2～3週 ぐらいのところで

多くなりさらに5週,6週 で少なくなってい る。肝は,

4週 までは脾 とほぼ同様 であるが6週 で 再び増加す

る。肺では,1週 が もっ とも少なくて週の進むとともに

次第に増加す る傾向を示してい る。

次に0.1"¢9接 種ではこのような脾,肺 の傾向は も

つとはつきりして いるが 肝では1.0mg接 種 と異なっ

て,6週 においては,さ らに減少している。この成績の

違いは1.0m9接 種では,無 数で あったがための 読み

の誤差か もしれない。次に非病原性抗酸性菌と推定され

る白石株では1.0mg,0.1m9接 種 ともに脾,肝,肺

のいずれの臓器において も週の進むとともに集落数は減

少している。次に有毒菌であるH2株 は0.17η9接 種

だけであるが今井株同様脾,肝 では週の進むにつれて集

落数は減少するが肺ではその反対に増加 している。なお

白石株を接種 したマウスにおいて結節様の病変を認めた

ものでも臓器の還元培養においてとくに多くの集落を認

めていない。この事実は非特異性の病変であることをさ

らに裏書きするものであろう。

IV総 括および考察

まず第一に被検群の発育の様子をみると約半分は1週

間以内に発育している。1/3は2週 に発育 しているが

3週,4週 で発育す るものも多少ある。この成績はわが

国の多 くの諸先進の成績や,最 近の河合5)の 成績 と一一

致す る。

アメリカのVeteransAdministrationの 第15回 の

検査方法4)の 中では非病原性抗酸性菌は発育が早 く,

非定型的抗酸性菌は結核菌のように発育が遅い としてあ

る。私の成績で 発育の遅れてい るものが あるが,し か

しこれ らの菌株で も試験管内の実験ではいずれ も非病原

性抗酸性菌に一致する性状や反応を示しているが,あ る

いはこのような発育の遅い菌株がアメリカの非定型的抗

酸性菌の中に入っているのか もしれない。次に前処理に

対する影響では両方の処理に対して平等の影響を示す も

の,と くに酸によって強い影響を受けるもの,ア ルカリ

によってとくに強い影響を受けるもの等があって,は っ

きりした傾向がない。これは,人 型結核菌においてはア

ルカリ処理に対 して強 く影響するものが1株 もなかった

注:表8に 同 じ。
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成績 と著明な差がある。この事実はK.A.Jensen5)の

いっているように非病原性抗酸性菌は酸に対する影響が

少ないとするのと多少異なるが一部 このような菌株が存

在するとい うことは確かである。さりとてアルカリ処理

であるか らとくに陽性率が低いとい うことは 当 た らな

い。

なお,中 和の実験は行なっていないが中和 といっても

前処理にアルカリを使用しているのであるか ら中和が と

くに陽性率をよくす るとも考えられない。

次にマウスに対する予備実験では,毒 力のある人型菌

としてH2株,ま たマウスには毒力があるがモルモット

にはないといわれるINAH10γ 耐性の カタラーゼ陰

性の今井株な らびに非病原性の抗酸性菌 として白石株の

3者 について1週 か ら6週 にわたって実験した。その

結果体重曲線,脾 の重量は病原性菌と非病原性菌 との鑑

別にはあまりあてにならず肺の中の菌の消長および組織

学的の検査が鑑別の重要な手段であるのをみた。すなわ

ち臓器の 中の菌の 数はH2株 も,カ タラーゼ陰性 の

INAH耐 性菌 も肝,脾 では一時的に増菌するが週の進む

とともに漸次減少する傾同にあるが,肺 では反対に増加

す る傾向があるのに非病原性の抗酸性菌においては肝,

脾,肺 ともに感染の最初に一一時的の増加があるが,そ の

後は週の進むに従い漸次減少する傾向を認めた。すなわ

ち肺における菌の消長が病原菌 と非病原性の抗酸性菌 と

では全 く反するものであることが分かった。なお,こ の

ような傾向をみ るため には,1週,3週,6週 の3回

の剖検で十分で あること,接 種菌量は0.1mgの ほ う

が,は つ きりす ることを認めた。よって今後の検索には

0.1mgを 静脈中に接種 して,1週,3週,6週 で剖検,

肺中の抗酸性菌の消長をみ ることに検査の重点をおいて

研究を進めたい と思ってい る。

次に組織学的には,H2株,INAH耐 性菌の今井株

ともに脾,肝,肺 に結核結節を認めたのに,白 石株の

脾,肝 ではINAH耐 性菌の今井株 と同様の病変を 示し

ているが肺ではほとんど病変を認めていない。したがつ

て組織学的の検査 も,臓 器内の菌の消長とともに鑑別の

方法として重視してゆきたい。

白石株は もともと結核患者の喀湊より非病原性の抗酸

性菌の疑いで分離されたものであり,そ の出所,性 状・

試験管内の種々の実験でははっ きりと非病原性の菌株 と

推定されてい るものであるか ら上述のような一一時的の増

菌や,脾,肝 の組織学的の病変をどのように判定するか

は,今 後の問題 としても,今 度の実験では一応病原性の

ない ものと判定し,H2株 や今井株のように肺の中で漸

次増菌する傾向を示した ものおよびはつきりした組織学

的病変を常に認めた もののみを病原性のあるものと判定

しようと思 う。

私の成績は非病原性抗酸 性菌の染谷6)ら,非 定型的抗

酸性菌 と称されている宮本7)ら の成績 とほぼ一致する。

また結核菌については小川ら,お よびその他多くの諸先

進の成績に一致す る。

なお肉眼的病変は,そ れがはつきり陽性であれば陽性

としてとってもよいが,私 のように往々にして非特異性

の病変をみることもあるし,そ れに真の陽性のもの も見

落 とすこともある。またたとえ,肉 眼的な病変がな くと

も組織学的に変化 を認めることがあるので,肉 眼的病変

のみに依存することは危険であろう。

V結 論

非病原性抗酸性菌 と推定され る菌株51株 ・結核菌12

株 について その発育 および4%NaOH,4%H2SO4

の前処理による影響をみるとともに,マ ウス接種の予備

実験として,H2株,非 病原菌 として白石株 を,そ の中

間のものとしてカタラーゼ陰性のINAH10γ 耐 性の今

井株 を用いて本実験の方法を検討 した結果次のような成

績 を得た。

1)非 病原性抗酸性菌の25株(49%)は1週 以内

に発育したが2週 で発育した ものが14株(27・5%)・

3週 以後に発育したものが12株(23・5%)あ っ た。こ

れに対し結核菌の全部が2週 以後に発育した・発育 と

出所を対比してみると動物系のものが早 く発育す るもの

が多かったが集落の着色や性状 とは関係がなかった。

2)前 処理では,非 病原性の抗酸性菌はアルカリ処理

が酸処理に比して障害が少ないもの,酸 処理がアル カリ

処理よりも障害が少ないもの,ア ルカリ処理 と酸処理 と

が同じ程度のものがあって,そ の傾向はっかめないが結

核菌では大部分が同じであって少数株はアルカリ処理の

ほうが障害が少な く,酸 処理の障害の少ない ものは1株

もなかった。これを出所別にみると,ひ と系では傾向は

はっきりしないが動物系ではその全部が酸処理のほうが

障害が少なかった。また集落の着色および性状と前処理

の影響との 間には はつきりした関係は認められなかっ

た。

3)マ ウスに接種す るのには,0.1mgを 接種して1

週,3週,6週 で屠殺剖検して,肉 眼的に病変をみると

ともに臓器の一部をとり組織学的に検査し,さ らに臓器

よ りの菌の還元培養を定量的に行ない,そ の消長をみる

ことに重点を お くのが もっとも妥当であって,こ の場

合,組 織学的な結核性の変化が週の進むとともにはっき

りし,臓 器,と くに肺中の菌数が週の進むとともに増加

することの2つ の条件をみたす ものを毒力があると判定

す ることに一応 きめた。

終始御指導を頂き,御 校閲を賜わった慶大医学部石田

二郎教授ならびに北研付属病院小川辰次部長に,ま た病

理組織学的検索に多大の御助力を賜わった北里研究所岡
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本部長ならびに北研付属病院足立達部長に対し深 く感謝

の意を表します。
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