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結核菌の毒力については,感 受性あ る宿主において増

殖 力強 く,か つ長期間そ こにとどまつて病変をつ くり,

また最後にはその個体 を倒 しうるものを強毒と理解 して

い るが1),他 方 この ような強毒株か ら,種 々な集落解離

の手段に よつて,弱 毒 あるいは無毒 といわれる安定 な変

異株た とえぽBCG,H37R。 といつた株が分離 され てい

る。強毒株 と無毒株の差異,す なわち宿主内での増殖力

の程度差を支配する菌側 の因子を菌の代謝形式上 の問題

と して扱 う試みはすでに以前 よ り報告 されているが,そ

の一つの方向は結核菌のエネル ギー代謝の形式 に関係 し

てい る。たとえぽGuyら2》 は酸素分圧 と発育 との関係 を

毒力株 と変異株 とで比較 し,ま たGeroaimusら3)は 一

定 の基質に対す る酸化能 の強 さが毒力の強さと逆 の関係

に あることを指摘 した。 さらに近年,結 核菌に も解糖系

の存在す ることがBastarracheaら4)に よつて証 明され,

しか もRamakrishnanら5)に よつて,こ の代謝 経 路 が

H37Rv株 においてはH37Ra株 よ りも一そ う大きな比

重 で存在す ることを報 告 した。 グル コースの代謝形式 と

して,酸 化的な経 路の存在は これ まで も一般 抗酸菌 で見

出だ されてい るが,結 核菌 においては この酸化的経路 と

解糖系 とが共存 し,し か も強毒株においては後者 がそ の

比重において優勢であるとい う報告5)は,酸 素分圧 の低

い環境での発育において有毒株が無毒株 よ りも一 そ う可

能性を もつているとする報告2)と矛盾 しない◎

著者 もグル コース代謝形式において,有 毒結核 菌と無

毒結核菌 との間に差違が存在す るであろ うとい う推定を,

感 染論上の立場 より設定 し,過 剰のグル コースを培地に

加え ることに よつ て,発 育上の相違を有毒株,無 毒株の

間に求めて実験 を行 なつ てきた。以下その大 要 を 記 す

る。

実験材料 と方法

菌株:当 研究室保存の人型,牛 型 の種 々な毒力変異株

を使 用 した。人型 としてはH37Rv株 を有毒標準株と し,

そ の弱毒変異株 としてH37R。 株,お よびH37Rv株 よ り

試験管 内で分離 されたisoniazid耐 性H37RvINH-R株

を使用 した。またわれわれが長い間標準人型株 として保

存 して きたH2株 は,最 近,勝 山6>によつて・単孤菌培

養を用いてH2Rv,H2R、 の2系 統に集落解離 され,

その毒力差が実証 され ているのでこれ らも比較 の対象 と

した◎ さらにH2原 株 よ り試験管内で分離 されたH2

1NH-R株 も加 えた。牛型結核菌 として強毒Ravene1株

と弱毒BCG株 を選んだ。 これ らの株はすべ て原液1%

に燐酸カ リを含有す る小川鶏卵培地上に1～2週 間隔で

継代保存 され てお り,実 験に さい しては,こ れ よ り水晶

球 コルベ ン手振法に よつて均等菌液を調製 した。

培地:グ リセ リンを2%に 含有す る標準 小 川 培 地,

Kirch澄er寒 天培地を対 照 として,こ れ らよ りグ リセ リ

ンを除 き,代 わ りに グル コースを5%,7.5%,あ るい

は10%に 含有す る培地を調製 して用いた。小 川培 地 の

さいにはグル コースは原液中に添加 してか ら全卵と混合

し加熱凝固滅菌 した。Kirchner培 地 に加えるには濾過

滅菌 したグル コース溶液を使用 し,濃 縮基礎培地に馬血

清 とと もに所定 の量 とな るよ う配慮 した。菌液接種後1

週 目に綿栓 を滅菌 ゴム帽に代えて培地の乾燥を防いだが,

この さい ゴム帽 には中心部に糸を通 してお き,空 気の流

通に余裕 を保つた。 この よ うな処置の代わ りに ゴム帽を

コルク栓 にす るのも可能 であ る。発育 を連続的に追求す

るためにはTween-albumin培 地を使用 した が そ の処

法は次のごと くであ る。

基礎培地 と してKH2Pq1。09,Na2HPO4・2H203.18,

アスパ ラギ ン2.08,蒸 溜水95000,カ ゼイ ン水解 物

2.09,ク エン酸鉄 アンモ ン0.059,硫 酸マグネ シウム

0.019,塩 化 カル シウム0.00059,硫 酸 亜 鉛ZnSO4

0.00019,CuSO40。00019,ク エ ン酸 ソーダ1,59をpH

6.5～6。8に 修正,こ の基 礎培地900`oに グル コースの

希望量(濾 過滅菌)とTween80を0.5`o,さ らに牛

アルブ ミン溶液(栄 研)10000を 加 えた。

口径 を揃 えた 中試験管 に500分 注 して用い た が,こ

の場合は綿栓をcapに 代 えることな く,は じめに培地

表面に相当する試験管外壁 に 目印をつけ,培 養 中に とき

どき蒸溜水 を添 加 して蒸発水分 を補充 した。 また通気を
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促進す るためには試験管 を斜面に放置 し,逆 に通 気を阻

止するためには試験管は直立位 として,さ らに流動 パラ

フ ィン100を 重 層 した◎

動物;体 重300～4008の 正常モルモ ヅトの雄iを使用

した。

実 験 成 績

1)グ ル コース高濃度含有固形培地 におけ る有毒株,

無毒株 の発育差異

固形培地す なわち前述の小川培地,Kirchner寒 天培

地に5%,7.5%,あ るいは10%と 過剰 のグル コースを

含有せ しめた場合をグ リセ リン標 準濃度(2%)の 場合

と比較 した¢ なお グル コースの代わ りに乳酸 ソ ー ダ を

0.2%に 加 えた場合 も一つの対 照と して設置 し,さ らに

Kirchner寒 天の場合は斜面 のみ ならず菌を混釈 した 高

層寒天と しても用いた。被検菌株は前記 の9株 であ るが,

これ より10倍 連続希釈蒸溜水菌 液を調製 して 接 種 し,

37℃ で3～4週 間放置後の発育を観察 し,発 育 の み ら

れた最 少接種 量を記載 した。す な わ ち10-3獅8で あれ

ぽ3を もつ て発育表示 とした◎ したがつて この数字 の大

なるほ どグル コースに対す る発育上 の耐性が強 いことに

なる◎前後9回 行なた実験 の成績 をTable1と して総

括 した。

一般的 にまず グ リセ リン2%の 場合には有毒 ,無 毒株

ともに同程度の発育のみ られ るのに,グ ル コース7.5%,

10%の 培地 では,H37Rv,H2,H2Rv,Revene1株 に

比べてH37R匹,H2R5,H37RvINH-R,H21NH-R,

BCG株 は一そ う顕著 な発育阻止を受 けることが 示 され

た。一つの対照と しての乳酸 ソーダ0.2%の 場合 でも同

様の傾向がみられた◎ただ しINH耐 性菌 に関 しては,

有 毒菌 と差異のみ られ ない場合 もあつた。 しか しこの よ

うな高濃度のグル コースの存在下では有毒株 の発育とい

え どもある程度dysgonicで あ り,無 毒株 がよ り顕著な

発育阻害を受 けることを強調すべ きであろ う。

2)Tween-albumin培 地においての観察

この種 の培地 においては,結 核菌 も均等発育をするの
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で,濁 度の測定 に よつ て発育 を連続的に追求す ることが

で きる。そ こで この環境 におけ るグル コース効果を検討

した。予備 実験 におい て上記 の固形培地 よ りもグル コー

スの発育阻害効果が強 く表現 され,7.5%で は有毒株 と

いえ ども全 く発育 しないことが 明白となつた◎ そ こでグ

ル コース濃度 を0.25,0.5,1,2%と し,グ リセ リンを

Fig.1.GrowthofH37RvTubercleBacilliin

Tween-albumi簸LiquidMediumContaining

Glycer◎1ir塞4%orGlucosein2%
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Fig。2.GrowthofH37RaTubercleBacilliin

Tween-albuminLiquidMediumContaining
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4%と して,そ れ らに お け る有 毒 株,無 毒 株 ㊧発 育 を比

較 した 。 有 毒 株 と してH37Rv,無 毒 株 と してH37R。 を

選 ん だ 。 培 種 菌 量 は 培 地 当 り10-1〃2g,10-2〃 多g,10噛3

携8,10-4翅8の4種 類 と した 。 濁 度 の測 定 はColeman

分 光 光 度計 を420魏 μ で 用 い て 行 なつ た ◎ まずH37Rv

lo}芸獅8接 種 の場 合 はFig,1に 示 す ご と くで,グ ル コ ー

Fig.3.GrowthinAir-tightConditionofH37R翁

TubercleBacilliinTween-albuminLiquid

MediumContainingGlyceroli簸4%
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ス2%で の発育は グ リセ リン4%で の場合に比ぺ て多少

お くれ るが,接 種 後12日 目ではむ しろ逆 になつている◎

この傾 向は グル コース0.25%,0.5%,1%に おいて

も全 く同一であつた。 また接種量が10廟37πgに 下 ると,

17日 目の観察において,グ ル コース0.25,0.5,1,2

%で の発育はグ リセ リン4%の 場合の約2倍 の濁 度を示

した。次にH37R。 株10}1魏9接 種 の場合はFig.2に

示 され ている。 グ リセ リン4%で の発育 曲線は,Fig.1

に示すH37Rvの 発育曲線 とほぼ同一であ るが,グ ル コ

ース0.25%と2%で の発 育曲線 は,グ リセ リンの場合の

ほぼ1/2の濁度 で終始 している。すなわちH37R繕 株は こ

の培培地 環境 でのグル コースによつ てH37R▼ ではみ ら

れ ない強 い発育阻害 を受 けるこ とが示 され ている。 また

H73R。 株 の場合 も,接 種量 の減少に伴 いグ リセ リンとグ

ル コースとの間 の差異 が 目立た な くなる傾 向 が み ら れ

た。以上 の実験 におい ては,前 述のごと き方法で培地に

対 する空気 の流通 をよ くなら しめる条件が設定 されたが.

次 にH37Ra株 の場合について,培 地上に流動パ ラフ ィ

ンを加 えて空気 の流通 を絶つ て実験 を行 なつた。Fig.3

に示す10{1甥8接 種の場合に もグ リセ リンとグル コース

の間には全 く意味す る差異がみ られなかつた。 また当然
う

ではあ るが発育その もの もきわ め てdysgonicで あ つ

た。

3)使 用 した9株 のモルモ ッ トにおける毒 力

使用9株 を0・1鎚8皮 下接種 し,4週 後に 剖 検 し て



Table2.VirulenceTestinGuineaPigs

of9StrainsofTuberclebacilli

Strainsl灘 潔 騰 灘 塾
(9)afterinfecti。n

H37Rvll83×1・6、 望188

H37Ra器86x…118

H37R・iNH-Rlgg84× ・・61i8

H21§183× ・・6・ll88

H2Rvlll・7× ・・611888

H2R。ll82× … 、1ξ8

H21NH-R望8・3×1・ ・ 乙8

Ravenell§122× …ll器888

BCGll83x・ ・6,ll8

定量培養法に よつて全脾 中の生菌単位数算出 した ◎そ の

数 の多少 よ り9株 間の毒力の程度を比較 した◎1株 につ

き体重300～400gの 雄 の正常 モルモ ット2匹 を使用 し

た。Table2に 示 した成績 のごと く,Ravene1株 が きわ

めて強い毒 力を示 し,H37Rv,H2Rv,H2は 近似 した

毒力を維持 してお り,他 の ものは弱毒,無 毒 といわれ う

るような生残菌数 を示 した◎結核病 変のひろが りも,こ

れ らの菌数に相当 した程度差 を表現 してお り,Ravenel

株 に よる感染動物は圧倒的に強い病 変を もつ ていた。次

にBCG株 をグル コース10%小 川培地に10代 維代 してか

ら,そ の毒力をBCG原 株 と比較 したが,毒 力の上昇を

示す ような所見は全 く得 られなかつた。 このグル コース

継代に よる毒力変化の検討は,モ ルモ ヅ トを用いて2回

行なつだが,結 果は同 じであつた◎

考 察

以上 の実験で得 られた所 見を要約 すれば,過 剰 のグル

コースを含んだ培地環境において,毒 力の弱い結核菌は

毒力の強い結核菌 よ りも一 そ う強 い発育阻害を受け ると

い うことであ り,ま た この現象の発現にはaeratienと

接種菌量が大 きな要因 となつてい ることが分か る。グル

コースに よる発育阻止 とい う現象については最近Lyon

ら?)の報告があるが,彼 らは積極的に培地をaerationし,

この場合炭素源を グル コースに した場合 のみ発育阻害が

み られ,グ リセ リンの場合には阻害現象 のみ られない こ

とを強調 した。彼 らは この実験 に当たつ ては 主 と し て

H37Raを 使用 してい るが,こ の阻害現象が毒力差 と関

係 ある事実 としては検 討 していない◎

グル コースと酸素分圧 とい う問題は,当 然の こととし

て解糖系 とWarbur9-Dickens系 の考慮を要求す るが,

これ まであ ま りかえ りみ られ なか つた解糖系の存在が,

結核菌においてはBastarracheaら4),Ramakrishnan

ら5)によつてその意義が認め られ,こ とにRamakrish-

nanら5)に よつて毒力表現の一要 因と して取上げ られた

ことは近年 きわめて注 目に値 す る報 告といえよ う◎結核

菌 に関す る このよ うな研 究 方 向 は,Guyら2),ま た

SeverとYoumans8)の 注 目してい るような結核菌毒 力,

結核感染におけ る酸素分圧 の問題 にそ の端を発 してい る

よ うに思われ る◎すなわち酸素分圧 の低い結核病巣にお

い て結核菌が長期生残す るためには,解 糖系の存在は合

目的であ り,ま た,そ れがH37Rv株 においてはH37R。

株におけ るよ りも,一 そ う機能的 で比重が大であ るとい

うRmakrishnanら5)の 報 告は,結 核菌 毒力の問題に示

唆す ると ころが少 な くない。

ただ,こ のよ うな報告 と著者の得たグル コース阻害現

象とがいか なる関係にあ るかを知 ることは,い まの とこ

ろ困難 の ようであ る。

また ここで と くに指摘 したい ことは,グ ル コースに よ

る阻害現象 と毒力 との関係を結核菌株間についてのみ論

ずべ きであつ て抗酸雑菌phlei株 等を含めてはその関係

の成立 しない事実である。すなわ ちH37RvとH37R。

との毒 力差異の問題 は,結 核菌 と他 の抗酸雑菌 との毒力

差異 の問題 とは全 く別 個の性 質であることを認識すべ き

であつて,cerd-factorに よつ て代表 され うる毒力研究

の方 向は9)む しろ後者に属 すべ きものと著者は考えてい

る◎

総 括

固型培地あ るいは液体培地に加 えられた炭素源 として

のグル コースは一一定濃度以上になると結核菌 の発育を阻

止す るが,こ の阻害は有毒株 よ りも無毒株にお いて顕著

にあ らわれ,ま た空気の流 通の よい環箋において著明で

ある。

室橋部長の御校閲に感謝 します。
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   Growth-Inhibition Phenomenon by Glucose in 

 Relation to the Virulence of Tubercle Bacilli. 

   With regard to the virulence of tubercle bacilli, 

 our understanding is that virulent tubercle bacilli 

 can vigorously multiply in sensitive host and persist 

 there in a prolonged period producing tuberculous le-

 sion and sometimes inducing fatal outcome. On the 

 other hand, low- or avirulent strains can be isolated 

 as a stable variant from parent strains of high viru-

 lence by various means of colonial dissociation, as 

 represented by BCG or H 37Ra. Research works have 

 beenreported by some investigators dealing with the 

 mechanism of virulence, namely unknown factors 

 in tubercle bacilli which govern the capacity of in 

 viva multiplication, as a problem of the pattern of 

 bacterial metabolism. Some of those research works 

 are concerned with the analysis of the relation be-

 tween oxygen tension and growth, and consequently 

 with the relation between degree of virulence and 

 vigor of oxidative attack to certain substrates. Achie-

vements in this field of research appear to be con-

tri butable to the understanding of many problems 

concerned with the pathogenesis of tuberculosis, 

such as infection, immunity, and natural resistance. 

The data as shown in this paper were obtained in 

the experiments conducted under the idea as describ-

ed above. 

  Table 1 shows that avirulent strains receive 

growth-inhibitory effect more strongly than virulent 

strains in whole egg medium (Ogawa type) or Kir-

chner agar medium containing excessive amount of 

glucose or lactate, but such difference in growth 

response is not observed in the media containing 

the standard concentration of glycerol. Serial ten-

time dilutions were prepared from the suspension 

of each strain and inoculated to the media as des-

cribed above. After 3 or 4 week incubation at 37°C, 

reading of growth was made. When the minimum 

size of inoculum from which growth was obtained 

was 10-3 mg, 3 was described in Table 1 as a sym-

bol of growth. Therefore, the larger number means 

more tolerance to glucose and lactate. The differ-

8) Sever, J. L. & Youmans, G. P.: J. Infect. Dis-

  eases, 101 : 193, 1957.

9)山 村 雄 一:結 核,36:400・ 昭36・

 ence in growth response between virulent and 

 avirulent strains was usually observed in the glu-

 cose concentration of  7.  5 to 10 %. While incuba-

 tion, the tubes of inoculated media must be prevent-

 ed from drying by replacing cotton plug with gum 

 cap. At the same time, however, air passage should 

 be retained to some extent. For this purpose, a 

 thread was put through the center of the gum cap 

 into the tube. 

  Fig. 1, 2, 3 demonstrated the similar type of ex-

 periment conducted using Tween-albumin medium, 

 where the difference in growth response was examin-

ed between H 37 Rv and H 37 14, adding glucose or 

glycerol as carbohydrate source. In this type of 

 medium, growth can be continuously pursued by 

measuring the increase of turbidity. Unlike the 

case of solid medium, glucose in 7% inhibited com-

pletely the growth of both H37Rv and H37Ra. There-
fore, the effect of glucose in the concentration 

below 2% was compared with glycerol in 4 %. The 

medium was dispensed into test tubes of medium 

size in the amount of 5 cc. After being inoculated, 

the tubes were placed in a slant position in an 

incubator at 37°C. This time, cotton plug was not 

replaced with gum cap and left as it was. Insteads, 

while incubation, distilled water was occasionally 

added to the medium to make the medium amount 

constant. In the experiment shown in Fig. 3, how-

ever, the inoculated tubes were placed up-right 

and 1 cc of liquid paraffin was layered upon to pre-

vent from evaporation and to secure an air-tight 

condition. Summarizing the results shown in Table 

1, 2, and 3, it will be concluded again that H 37 R. 

receives a stonger inhibitory-effect by glucose of 

O. 25 to 2 % than H 37 R. However, when the me-

dium was placed in the air-tight condition, the 

growth was rendered poor regardless of the degree 

of virulence and the growth difference due to the 

glucose effect can not be manifested. It was an 
additional finding that the growth of H37Rv was more 

abundant in the medium containing glucose in the 

concentrations of O. 25 to 2 % than in that of 4 %



glycerol, when size of inoculum was reduced to  10-3 

mg. Table 2 shows the comparative degree of viru-

lence of test strains by indicating the number of 

viable units recovered from the spleen of infected 

guinea pigs, 4 weeks after infection. 

 The significance of the results as presented above 

should be considered in reference to the papers as 

follows. Geronimus et al. reported that the degree 

of virulence is in a reverse relation to the vigor of 

the oxidative attack to some substrates. Guy et al. 

showed that strains of tubercle bacilli of higher

virulence have a stronger capacity to grow in an 

environment of low oxygen tension than those of 

lower virulence. More recently, Lyon et al. found 

that aeration can inhibit the growth of tubercle bacil-

li when the medium has glucose as carbohydrate 

source, but this is not true with glycerol medium. 

Particularly, much attention should be payed to the 

papers of Bartarrachae et al. and of Ramarkrishnam 

et al. who reported that glycolytic pathway exists 

in tubercle bacilli, especially in a more functional 

condition in H 37 Rv than in H 37 Ra.


