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緒 言

結核菌 が イ ソニ コチ ン酸 ヒドラジ ッ ド(INH)の 高

濃度 に耐性 とな ると,カ タラーゼ活性が低 下す るととも

に,モ ル モッ トに対 して ウィル レンスが低下す ることが

1953年 ころか ら相ついで報 告 されて きた1)～12)。しか し

マ ウスについては一定でな く,INH耐 性菌は マウスに

対 しウィル レンス を保持 してい るとい う成績15)～15),弱

毒 化 してい るとい う成 績16)17),ま たは一定の傾向がみ

られない成績6)18),等 種 々で ある。 そこで マウスに対す

るINH耐 性菌の ウィル レンスを検討す るた め,強 毒

人型結核菌 よ り得 られ たINH耐 性株の マウス生体内

増殖能 を原株 と比較す ることに よ りウィル レンスを追求

した。

なお一般に結核菌の ウィル レンスは生体内増殖能に よ

り規定 され るといわれ るけれ ども19),ま た生体内増殖能

に よつ てのみ結核菌の ウィル レ ンスを云 々 しよ うとす る

こ とに疑 問が ない とはいえない。 そ こで ウィル レ ンスを

構成 する もう1つ の因子 で ある と考 え られる毒素産生

性 とも関連 させ る意味で,各 菌株死菌 の毒性 について も

検討 した。

実 験材料 および方法

I.　実験材料

〔使用菌株〕

1)　 強毒人型結核菌黒野株(当 教室保存 株)

2) i)黒 野-100株(黒 野株 よ りINH100γ/ml

含有小川培地でonestePに 分離 したINH耐 性 株)

ii)　黒 野A,B,C,D,E,F,G株(黒 野一100

株 と同様 に して,そ れ ぞれ異 なつ た7つ のcloneよ り

別 個に分離 した耐性株)

3)　 強毒人型結核菌水木株(北 大結核研究所,高 橋教

授よ り分与)

4) i)水 木-R株(北 大 高橋教授 よ り分与のINH

100γ/ml耐 性株 で患者 か ら分離 の もの)

ii)　水木-100株(水 木 株 よ りINH100γ/ml

含有小川培地でone stepに 分離 したINH耐 性株)

以上のINH耐 性株はすべて カタラーゼ陰性(Mid-

dlebrook氏 法1))で,耐 性度はINH100γ/ml完 全耐

性,長 期間継代使用 してい るも耐 性度 は安定で ある。

〔使用動物〕

1) SM系 雄 マウス(生 後3週)

2) ddN系 雄 マウス(生 後5～6週)

3)　 市販の 白色雄 マウス(生 後3週)

II.　方 法

1)　 生死観察群

黒 野,黒 野-100,水 木,水 木-100の 各株 をそれぞ

れDubos-albumin培 地に5代 継代 し,そ の0.2御1

の生後3週 のSM系 雄 マウスの尾静脈 よ り接種感染,

各群6匹 を使用 し,生 死 を観察 した。接種生菌単位は,

黒 野1.3×107,黒 野-1001.6×107,水 木1.4×107,

水木-1001.2×107で あ る。

2)　 臓器定量培 養群

i)　 第1回 実験

上記4菌 株のほかに,水 木-Rを 加 えて同様 にSM

系雄 マウスに接種感染 した。 水木-Rの 接種生菌単位

は1.8×107で あ る。

観察 は黒野株 および そのINH耐 性株感染群 につい

ては,感 染後1時 間,24時 間,72時 間,1週, 2 週,

4週,6週,11週 に,ま た水木株 およびそのINH 耐

性株感染群 については,1週,2週,4週,6週, 11 週

に各2匹 宛屠殺 し,各 臓器の病 変を肉眼的に 観察 す る

と同時に,肺,脾,肝,腎 の全量を定量培養 した。定

量培 養の方法は1匹 の臓器全体に1%Na0H溶 液を

10cc加 え,1分 間5,000回 転 のホモジナィザーに約

1分 間か けて,こ れを1%NaOHで 稀釈,1%KH2

PO4加 小川培 地で培 養 した。 この方 法は阿部20)の 実験

法 を踏襲 した もので ある。

ii)　第2回 実験

前述 の黒野A～Gの7株 と黒野株 をDubos-albu-

min培 地に3代 継 代 し,そ の10日 培養菌液 を用いて,

上述 の方法 によ り市販の 白色雄 マウスに接種感染 し,感

染後4週,6週 に屠殺 し,各 臓器 の病変 を観察す ると

と もに肺全量 を定量培養 した。
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3)　 死菌流動パ ラフィン浮游液(流 パ ラ死菌)の 毒 性

黒野株,黒 野-100株,水 木 株,水 木-100株 の

Sauton培 地4週 ～5週 培養菌 を100℃1時 間加熱 し,

菌 体を十分水洗,滅 菌濾紙 にて水分 を吸収後,化 学天秤

にて秤量,滅 菌 流動 パ ラフィ ンにて202%g/0.5mlに

な るよ うに菌液 を作成 して,ddN系 雄マウスの腹腔 内

に0.5ml注 射 し,体 重の変化 を追 求す るとともにその

生死 を観 察 した。 各群8匹 宛マ ウスを使用,対 照群に

は流パ ラ0。5御1を 注 射 した。

実 験 成 績

1)　 生死観察 群

表1に 示す ごと く,黒 野株は接種後3週 よ り5週

の間にすべて死亡す るに 対 し,そ のINH耐 性株(黒

野-100)で は8週 まで死亡す る もの は見 られず,明 ら

か なウィル レンスの差がみ られ た。 水木株 と水木-100

株 においては,黒 野株 と黒野-100株 にお けるごと き著

明 な差 は認 め られなかつ たが,耐 性株に生残期間の延長

が認 め られた。

表1　 観察期 間中におけるマウスの斃死状況

● 難死マウス

2)　 臓 器定量培養群

i)　第1回 実験

黒野株 と黒野-100株 を比較 する と,図1に 示 す ご

と く,肺,腎 におけ る菌 の消長 はいずれの菌株で も菌接

種 後3日 までに生菌数 は減少す る も以後増加 し,そ の

増殖能は原株 と耐性株 との間に明 らか な 差 が 認 め られ

た。 すなわ ち原株は10～100倍 以上の薗数 を示 し,そ

の差は と くに肺において著 しかつた。

これに反 し肝,脾 においては図2に 示すご と く,両

菌 株の問に全 く差が認め られなかつた。また肺,腎 にみ

られた よ うな初期の減少がな く,初 期か らやや多数の菌

が著明な増加 を示 さずに経過 した。

水木株 とその耐性株(水 木-100,水 木R)に おいて

は,図3,4に 示す ごと く,肺,腎,肝,脾 いずれにお

いて も原株 と耐性株 との間に増殖能の差はほ とん ど認 め

られ なかつ たことが,黒 野株 とその耐性株 との場合に比

べ て著 しい相違 といえる。 ただ肺においては と くに4

週 目の水木-R株 の菌数が他に比 して少ない成績であつ

たが,そ の原株 との差は黒野株 と黒野一100株 間の差に

図1　 感染 マウスの臓器別菌 の消長

図2　 感染 マウスの臓器別菌の消長

比較す れば,か な り小 さい もの といえる。 また水木株の

実験 において も黒野株でみ られた と同様に,肺 お よび腎

の菌消長 は脾お よび肝の それ と異 なることを示す成績が

得 られた。

臓器の肉眼的 な変化は,黒 野原株においては,接 種後

3週 ころよ り肺に結節の形成が認 め られたが,耐 性株で

は結 節の形成 は著 明でなかつた,し か し水木株 および そ
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図3　 感染マウスの臓器別菌の消長

図4　 感染 マウスの臓器別菌の消長

の耐性株 においては,肺 にお ける結節形成等の肉眼的所

見 に差 はみ られなかつ た。なおいずれの菌株 に お い て

も,腎,肝,脾 には著明 な肉眼的変化 は認 め られなかつ

た。

ii)　黒野A～G株

cloneを 別に して分離 した7株 の耐性株 も,肺 のみ

に よる比較で はあるが,表2に 示 された ごと く,感 受

性原株に坊 して一般 に増殖能 は弱い ことが認 め られた。

表2　 黒 野A～G株 のマウス肺 内菌消長

3)　 流パ ラ死菌液 の毒 性(マ ウス腹腔 内接種)

成績 は図5～9に マウス 体 重 曲 線(死 亡は黒丸)と し

図 5 対 照

図6　 黒 野 株 の 毒 性

図7　 黒野-100株 の毒性



1 9 6 1 年 6 月  3 6 9

て示 されてい る。すなわ ち黒野株 および黒野一100株 の

マウスに対す る毒性には著明な差が認 め られず,こ れ は

両菌株の ウィル レンスに著明な差が認 め られたこ成績 とは

著 し く趣 を異にす る(図6,7)。

一方 ,水 木 株および水木 一100株 の マウスに対す る毒

性 はい く分差が認 められ るよ うであ るが,こ の差は両菌

株の ウィルレ ンス(マ ウスの麗死状況)の 差 と同程度の

ようであつた(図8,9)。 なお水木株お よび黒野株の原

株同士を比べてみ ると,マ ウスに対 す るウ ィルレ ンスの

差は著明でないにかかわ らず,両 菌 株流パ ラ死菌 液のマ

ウスに対 す る毒 性にはかな り著明な差が認 め られ,水 木

株 のほ うが黒野株 よ りも強 い毒性 を もつよ う に 思 わ れ

たこ。

図8　 水 木 株 の 毒 性

図9　 水木-100株 の毒性

考 案

INH耐 性 結 核 菌 の ウ ィル レ ンス に 関 す る研 究 は1953

年 ころ よ りモル モ ットを使 つ て 始 め られ,Middlebrook,

 Cohn1)～3)は,試 験 管 内 でINH耐 性 に した 人 型菌 お

よび 牛 型 菌 は,そ の ウ ィル レ ンス が原 株 に 比 し,モ ル モ

ッ トに 対 して 減 弱 して い る こ とを報 告 し,つ い でINH

治療 患 者 よ り分 離 したINH耐 性 株 に つ い て も,モ ル

モ ッ トに 対 す る ウ ィル レ ンス の減 弱 を認 め たこ。 そ の 後

Barry4), Karlson5), Conalty6), Peizer7),佐 藤8),

高 橋9),金 井10)～12)に よつ て 試 験 管 内 耐 性 株 や,患 者

か ら分 雄 したこ耐 性株 につ い て,モ ル モ ッ トに 対 す る ウ ィ

ルレ ンスの実験が多 くな されたが,試 験管 内で得 られ た

耐性株で ある と,患 者分離 の株で あるとをとわず,ま た

感染方法 の如何 にかか わ らず,い ずれ もウィル レンスの

減弱 をみてお り,INH耐 性菌の モル モ ッ トに対す るウ

ィル レンスの減弱 は一般に肯定 された所見 とい うことが

で きる。

しか し な が ら,マ ウスに対す るINH耐 性菌 の ウィ

ルレ ンスに つ い て は,そ の成績 は さま ざ ま で あ る。

Morse13), Karlson14),三 木15)等 はマ ウスに対 しウィ

ルレ ンスを保持 してい る成績 を示 してい るが,大 岩16),

Barnett17)等 は弱毒 化 してい る成績 を示 してい る。 ま

たこBloch18)はINH治 療 を受 け て いる患者か ら分離

したこ耐性菌 のマウスに対す るウィル レ ンスをみたこが,菌

株に よつ てまちまちで あ り一定の傾 向がみ られなかつ た

とい う。Conalty6)も 試験管内 お よび 患者分離株 を用

い,菌 株に よ り異なつた ウィル レンスを報 告 してい る。

以上の ごと く,INH耐 性菌 のマ ウスに対す るウィル

レ ンスは種々報 ぜ られてい るが,一 定 の所見に達 した と

はいえない。私 は今 回,マ ウスに対 しほ とん ど同程度 の

病 原性 を示す人型 結核菌 の黒 野株,水 木 株 を用い,両 菌

株 のINH高 濃度耐性菌(100γ/ml完 全耐性)をone-

stepで 分離 して,原 株 とINH耐 性株 との 間にお け

るウィルレ ンスの差 を追求 す るとともに,黒 野株 と水木

株 とにおいて耐性化 によ るウィルレ ンスの減弱程度 に差

が あ るか否 かを検討 した。 その結 果,黒 野株においては

採 取 した8株 の耐性 株のすべてにおいて,INH耐 性 化

によ りマ ウスに対 して ウィルレ ンスの減 弱が著 明に認 め

られたのに反 して,水 木株 では使 用 した2株 の耐 性株 と

も,そ の減弱程度が きわ めて少なかつた といえ る。

か くの ごと く原株の間では,マ ウスに対 し同程度 の ウ

ィル レンス をもつにかかわ らず,INH耐 性 化す るとウ

ィルレ ンスの減弱程 度に差が現 われて き たこと い うこと

は,興 味あ る問題 と思われ る。すなわ ち黒野株 および水

木 株の ウィル レンス構成 因子 に もともと本質 的な差異が

あ り,そ れがINH耐 性 化 とい う歪 みによ つ て表現 さ

れて きたことも考 え られ る。

この点を解析す る1つ の企 て とし て,各 菌株の流 パ

ラ加熱死菌 のマ ウスに対 す る毒 性を検討 した。 その結果

はINH耐 性化に よるウィルレ ンス減 弱の程度 に 差 を

示 した黒 野原 株 と水木原株 との比較 において,死 菌体 の

毒性に差がみ られたこことは(ウ ィルレ ンス減 弱の少 なか

つた水 木株のほ うが強毒),そ の関連性 の意義 につ い て

は不明であ るが注 目すべ きことといえよ う。一方INH

耐性 株の死菌 体の毒 性 と原株 のそれを比較 すると,黒 野

株においてはほ とん ど差が認 め られないが,水 木株に て

は耐性株 の死菌体毒 性の減 弱が ある程度認 め られた。 こ

の こと か らINH耐 性株の ウィル レ ンスの減弱 は,死

菌体毒 性の減弱に よつては全 く説明 しえない と考 え られ
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る。

INH耐 性菌の死菌体の毒性物質に ついて,山 村21γ

はINH耐 性人型結核菌MD株 の精製 ロウ か らマ ウ

スに対す る毒性物質 を分離,そ の収量 はH37Rvと 差が

なかつ たと述べ ている。 大岩16)は,H37Rvと そのI

NH耐 性株 との流パ ラ死菌 をマウスの腹腔 内に注射 し,

体重 と生死 を観察 し,耐 性株にお いて は感性原株 に比 し

死菌 体の毒 性が低 下 してい ることをみた。 さらにBCG,

H37Raの 流パ ラ死菌で 同様の実験 を行ない,こ れ ら弱

毒 ない し無 毒株ではH37Rvと ほぼ同程度の毒性 を示 し

た こと か ら,こ の毒性の低 下がINH耐 性菌の ウィル

レ ンスの減 弱にある種の役割 を果た してい るのではない

か と推論 してい る。

この よ うに結核菌の ウィル レンス を解析す る うえに,

流パ ラ死菌 の毒性 をみたこ実験 は少な しとしないが,そ の

成 績か らウィル レンスの本質 との関係 を推論す ることは

必 ず しも容易ではない。た とえば上記大岩 の成績 か らの

推論 は,私 の本実験成績 か らは導 かれえない等 の事 態が

起 こつて くる。 この間題についてはなお将来 の追求 を必

要 としよ う。

結 論

1)　 マウスに対 してほ ぼ同様に強毒で ある人型結核菌

黒野株 と水木株 とを用 い,そ のINH耐 性化に伴 うマ

ウスに対す るウィル レンスの変化 を比較 したが,黒 野株

におい て は8株 の耐性株 と もウィル レンスの減弱 を認

め,水 木株 においては2株 の耐性株に お いて著明 な変

化 を認 めえなかつ た。 その ウィル レンスの差 は,肺 内菌

消長 において もつ と もよ く表現 され,脾 および肝の菌消

長 によつてはほ とん ど認 め られ なかつ た。

2)　 各菌株 の加熱死菌流 パ ラ浮游液 のマウスに対す る

毒性 を検討 したが,黒 野 株に比 し水木株 は毒性が大で あ

ることが認 め られた。

またこ原株 と耐性 株の比較では,黒 野株 とその耐性株 の

毒 性には著明な差がみ られず,水 木 株お よびその耐性株

の毒 性は後 者がやや弱 く現 われた。

3)　 以上の所見 か ら流 パ ラ死 菌の毒 性が結核菌 の ウィ

ル レンスに関 して もつ意義が考察 されたが,少 な くとも

INH耐 性化に伴 うウィル レンスの減弱は,流 パ ラ死菌

の毒性の変化に よるものではない ことが推論 された。

本稿の概要は 第14回 日本細菌学会 関東支部総会22)

において発 表 された。
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