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Survival test has hitherto been used as the method for measuring the virulence of tubercle 

bacilli or the effect of chemotherapeutics against tuberculosis. In these experiments , the median 

suvival time was most useful, and it was already shown that there existed a certain correlation 

between the size of infecting dose and the median survival times . This was the case with 

infecting the mice with a moderate dose. However, when mice were infected with either 

a large dose or a small dose of tubercle bacilli, no such correlation was found . Also the distri

bution of the death times in this case was different from that of the infection with a moderate 

dose. We have reported also that the survival curve was composed of three phases . It will 

be shown in the present paper that the cause of death of mice might not be similar in each 

death phase. The results were the following.

1) The viable bacillary level in the lungs of dead mice: After injecting intravenously 

with 0.05mg wet weight of Mycobacterium vobis, Ravenel strain, death times of mice were 

recorded, and the number of tubercle bacilli in the lung was determined . These results are 
shown in figure 1. In most mice which died at 20 to 30 days after infection , 107 to 109 viable 
units of bacilli were found in each 10mg of lung tissue. This time corresponds to acute death 

phase in the survival time. Mice, dying later than 30 days (chronic death phase), could be 

divided into two groups. The one is the group in which the number of viable bacilli is as 

large as that in acute death phase, and the other is the group in which the number is smaller . 
BCG vaccinated mice were often dead before 20 days (early death phase). In the lungs of 

these mice, the number of viable bacilli was not so large as that died in acute death phase .
2) The weight of the lungs of mice at the death time: The gross weight and the 

density of the lungs become large after tuberculous infection. These values may be used as 

the index of severity of the disease process. On the other hand , the body weight of mice 

decreases gradually after infection. Therefore, the ratio of the lung weight to the body weight 

(lung index) is different significantly between the infected and the normal mice, and the 

difference of the index between them is more remarkable than that of the lung density . 

Figure 2 shows the relationship between the lung index and the death time . Mice dying in 

acute death phase showed the high value of the index, but those in chronic death phase were 

divided into two groups. The one had the same degree of the lung index as that in acute 

death phase, and the other had the low level of the index. This result coincided with that 

obtained in the experiment of the bacillary population level.
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3) The change of the bacillary population level and the lung index after infection: BCG

vaccinated and non-vaccinated mice infected with 0.002mg wet weight of tubercle bacilli were

sacrificed at 1, 3 and 5 weeks after infection. The bacillary population level and the lung

index increased gradually after infection within 5 weeks in non vaccinated mice. The number

of viable bacilli in the lungs of vaccinated mice increased within 3 weeks, but ceased to in-

crease after that time. The lung index of these mice increased rapidly within 1 week, and

 then was stationary until 5 weeks. These data were shown in figure 3.

4) Histological change in lungs of vaccinated and non vaccinated mice after infection: 

After injecting with 0.02 mg of tubercle bacilli, mice were sacrificed on the 8th, 20th and 

28th day. The number and the size of tubercles increased after infection and edematous, 

changes were remarkable in non vaccinated mice. In the early time tubercles were found 

also in the vaccinated mice, but these tubercles could not be found in vaccinated mice sacri

ficed in the later time. Remarkable hemorrhagic pictures found in vaccinated mice suggest that 

a systemic allergic reaction might occur.

5) Death by the secondary injection of bacterial cells and tuberculoprotein: Vaccinated 

and non vaccinated mice were injected intravenously with 0.2mg of living BCG, heat-killed 

BCG and Protein A prepared from culture filtrate. Deaths occurred only in the vaccinated 

group and the phenomenon was most remarkable in the group of Protein A.

From the above results, the early deaths occur by the allergic reaction due to the protein 

fraction resulted from tubercle bacilli in the host tissues. The acute deaths appear to be 

a consequence of the toxic effects of some bacillary constituents and the result of physical insuf

ficiency in respiration which occurred by the high population level of bacilli in the lungs. It 

will be supposed also that a terminal anergy or a systemic allergic reaction may occur suddenly 

in the chronic death phase.

実験的結核症において,宿 主に防衛機構が成立す る以

前では,動 物の生存日数 と感染菌量 との間に一定の関係

が認められる1)2)。す なわち実験動物群の感染 後生存日

数中央値は感染菌量の対数に逆比例する。しかし生存日

数の分布をみると,大 量感染と少量感染の場合とで異な

り,ま た免疫群 と非免疫群とでも異なる3)。 生存率曲線

を画 くと,感 染菌量が多いときには,そ の線は1相 性で

あり,漸 次感染菌量が少なくなるにっれて,生 存日数中

央値が延長す るけれどもほぼ平行な線が得られる。しか

し感染菌量がさらに少なくなると,生 存日数の分散度が

大で,線 としては勾配の緩やかな第2相 があらわれる。

この第2相 はBCG免 疫群ではとくに著明である。また

免疫動物では感染菌が体内で致死的な数に達す ると予測

される時期以前に斃死す ることがみられる。いまこの時

期を早期,第1相 を急性期,第2相 を慢性期と名付ける

と,こ れらの各時期によって致死因子が異なるものと考

えられる。この問題を解析するために,肺 における菌数

水準の推移,肺 の物理的および組織的変化を指標 として,

時期によっていずれの因子が斃死を来たす要因となるか

にっいて実験を行なったので報告す る。

実験材料および方法

マウス:本 院動物室において同腹繁殖させて得たCF

1系 白色マウスを用い,感 染時に体重が209前 後 にな

るものを選んだ1)。 動物は実験動物関西研究所製ゼネラ

ル固型飼料MR-1と 水道水で飼育した。

使用菌株:免 疫および感染には,そ れぞれ本院研究室

に保存中のBCGお よび牛型結核菌Revene1株 を使用

した。

蛋白質A:人 型結核菌H37Rv株 のSauton培 地培養

液からSeibertの 方法4)に よって本院研究室において分

離精製した。

免疫および感染:菌 液はいずれも滅菌濾紙上に集めた

菌塊をガラス玉 とフラスコを用いて生理食塩水に懸濁し

た。免疫はBCGO.2mg/0.2mlを 腹腔内に注入して行

ない,感 染はRavene1株0.05mg/0.2mlを 尾静脈か

ら行なった。

肺および体重の測定:斃 死マウスあるいはエーテルで

屠殺したマウスの体重を上皿天秤で10-1gま で秤量 し

たのち,胸 壁および腹壁を十分開いて肺を劉出した。肺

は滅菌生理食塩水で洗滌,滅 菌濾紙で吸湿し,リ ンパ節
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そ の他 の付 属 物 を除 去 した の ち,ト ー ジ ョンバ ラ ン スで

10-3gま で秤 量 した○

肺における生菌数の定量:右 肺をガラスホモゲナイザ

ーで磨砕 ,苛 性ソーダの終末濃度1%,組 織 の濃度100

mg/裾 になるようにそれぞれ苛性ソーダ溶液お よび滅

菌蒸溜水を加えて均等化 したのち,段 階稀釈 して そ の

の.1梛 を小川培地上に接種し,4週 後の発育集落数から

計算した。

病理組織像:左 肺を10%ホ ルマリン液で固定 し,パ

ラフィソ包埋法により切片 とし,ヘ マ トキシリン ・エオ

ジン染色した後検鏡した。

実 験 成 績

1.　 驚死時期 と肺内生菌数 との関係

結核菌の感染によって整死したマウスの肺における結

.核菌の生菌数 と発死時期 との関係は図1の ご と くで あ

る。 大多数のマウスは感染後20～30日 目に発死し,そ

Fig.1. The Relationship between the Viable 

Bacillary Level and the Death Time

Mice were vaccinated with 0.2mg of BCG intra-

peritoneally, and challenged 28 days later with 
0.05mg of Mycobacterium bovis, Ravenel strain, 

intravenously.

のときの肺内生菌数は組織10mg当 り108～109生 菌単

位である。生存日数の延長にっれて,発 死時の生菌数の

減少する傾向がみられる。さらに生存日数の長いもので

は,生 菌数が108～109単 位 のものと106～107単 位のも

のとの2っ の群に分けることができる。また免疫マウス

では非免疫マウスよりも生菌数が少ない。生存率曲線上

の早期死のみ られるのは免疫マウスで,'こ のときの生菌

数はとくに少ない。したがって,肺 内の生菌数の上昇に

伴って発死するものと,生 菌数に依存することなく艶死

するものとがあ り,後 者は慢性期および早期に弊死した

ものに認められる。

2.　 驚死時期 と肺の重量 との関係

結核菌感染後 日を経 るにしたがって,肺 の密度 ととも

Fig.2. The Relationship between the 

Ratio of Lung Weight to Body 

Weight and the Death Time

Conditions were identical with those in figure 1.

Fig.3. Changes of the Ratio of Lung Weight 

to Body Weight and the Viable Bacillary

 Level in Lungs After Challenge Infection

Experimental conditions were identical with those in 

figure 1, except that the challenge dose was 0.002mg. 

After infection three mice each per group were sacri

ficed at 1, 3, and 5 weeks.
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に総重量も増大する。一方マウスは衰弱して,体 重は漸

次減少してくる。そこで体重当 りの肺重量,す なわち,

肺重量(伽g)ノ体重(g)(以 下肺係数と略記)の 値をとると,

結核性変化 と比例す る。図2で 横軸は感染後の日数を,

縦軸は肺係数を示す。肺係数は正常マウスでは6～8で

あるが,急 性期に発死したものでは大多数が40～60で

あ る。慢性期では一般に急性期 よりも小さく,し かも高

値のものと低値のものとの2群 に分かれる。早期死マウ

スでは係数値は小であるが正常値よりは大である。

3.　 肺における生菌数水準と肺係数の推移

実験終了時までマウスが発死しないように感染菌量を

少なくして,0.002御g(1.9×104生 菌単位)の 感染を行

ない,1,3お よび5週 目に免疫群および非免疫群 とも

3匹 あて屠殺して肺内生菌数および肺係数値 を 求 め た

(図3)。 その結果,非 免疫群では感染後3週 目まで肺内

生菌数は急速に増加し,そ れ以後は増加速度がおそくな

り,肺係数 もこれに比例した。これに反して免疫群では生

菌数の増加は非免疫群 よりもおそいが,感 染後早期に肺

係数の増加がみ られ,し かも1週 以後の増加が抑制され

ている。このことは免疫された動物の体内では非免疫の

それ とは異なった反応が起こることを示唆し,艶 死の要

因にも異なったものがあると考えられる。とくに早期に

おいて菌数レベルが低いのに発死のみられるのと,急 速

な肺重量の増加 との間に関係があるものと考えられる。

4.　 肺の組織像の推移

表1　に示すように肺の重量に関係があると考えられる

Table1. Changes of Histological Findings in Lungs of Vaccinated and

 Non-Vaccinated Mice After Challengs Infection

Experimental conditions were identical with those in figure 1, except that the challenge dose was 0.02mg. 

After infection three mice each per group were sacrificed on the 8th, 20th and 28th day.

*Degrees of lesions: ™¿ SevereœO Moderate+Slight-None

Table2. Effects of the Intravenous Injection with Live BCG, Heat-Killed BCG, 

and Tuberculoprotein into Vaccinated and Nonvaccinated Mice

*0 .2mg of each material were suspended in 0.2ml of saline for injection.
**survived .
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5っ の変化にっいて観察した。非免疫群では結節,浸 潤

および胞隔炎とも日を追って高度とな り,と くに結節は

28日 目では肉眼的にもはなはだ著明で中心部には壊死を

認めた。さらに浮腫があることは重量の増加を著明にす

る原因となると思われる。一方免疫群では,早 期には結

節形成および胞隔炎を認めたが,こ れらは治癒傾向にあ

り,し かも結節は一般に小さく,壊 死も認めにくい。し

かし出血性の変化がみられ,こ のことは免疫動物に感染

を行なった場合には,そ の体内にアレルギー反応が強く

起 こることを示唆する。

5.　 免疫マウスに及ぼす菌体およびッベルクリン蛋白

の影響

そこで本報における実験条件下で,こ のようなアレル

ギ ー反応が死因 とな りうる可能性があるか否かをしらべ

る目的で以下の実験を行なった。

BCG生 菌0.2mg(湿 菌重量)を 静脈内に注入するこ

とによって免疫したマウスに,4週 後BCG生 菌,BCG

加 熱死菌および培養濾液蛋白質Aを それぞれ0.2mg宛

瀞 脈内に注入し,そ の後の生存日数を非免疫群 と比較し

た。表2の 実験1に 示されるように,第2次 の処置によ

って非免疫群で難死はみられないが,免 疫群では斃死が

みられた。 とくに蛋白質A注 入群では著明で,第2次 処

贋 後早期に発死す るものがある。 これは免疫処置を腹腔

内に行なった ときにも認められ(表2,実 験2),感 作 の

影 響によるものと考えられる。

考 察

結核菌がこれに感受性のある動物体内に侵入した場合

,には,菌 はそこで増殖を開始 し,そ の増殖は菌の病原性

を規定する指標 とされ,ま た逆に一定量の菌の感染を受

け た場合に菌数 レベルの上昇が高い宿主は,そ の菌に感

受性が高いと考えられている。しかし菌数レベルの上昇

がいかなる点で動物の致死に結びつくかについては未だ

明 らかではない。あるいは中毒性物質の蓄積によるとい

い,あ るいは菌数レベルの上昇に比例して起こる組織的

変 化に基づ く単なる物理的な機能不全によるといわれて

いる。

結核菌体から,マ ウスに致死作用を有する成分が分離

され構造式 も決定されたが5),病 原 性 の 弱 いBCGや

isoniazid耐 性人型菌においても同じ構造式を有す る成

分が存在するばか りではなく,量 的にも差がない6)こ と

から考えて,中 毒物質のみによって説明することは困難

で ある。しかし実験的な結核症の場合には感染菌量も多

く,大 多数のマウスが斃死時一定の菌数レベルを有して

いること,あ るいは感染後の生存率曲線による解析7)か

らも中毒性の反応が致死を支配する一っの因子であると

推 定される。

しかし菌数 レベルが比較的に低いのにマウスが斃死す

る例がある。 とくにBCG免 疫 マウスでは艶死時の菌数

レベルが非免疫のものに比べて一般に低い。また肺係数

も低値を示す ことが多い。非免疫動物の場合には感染後

日を追つて肺の重量8)お よび密度9)は 高くな り,し かも

これらの変化は組織学的変化に平行するとい わ れ て い

る。しかし免疫群では肺の重量も組織的変化も推移を異

にす る。Yournansら3)はBCG免 疫 マウスに感染を行

なった場合には,感 染後の生存日数が2峰 性とな り,第

1峰 におけるマウスでは肺の組織像が非免疫のそれと等

しいけれ ども,第2峰 におけるマウスでは菌数レベルが

低く,肺 の増殖性細胞反応による呼吸不全を斃死の原因

と考えている。表1で 感染後の組織像の推移をみると,

免疫群では結節形成は軽度 であるけれ ども 出血性 の反

応が著明であった。また感染を行なったのち,旧 ツベル

クリンを繰返し注射して脱感作すると肺の病変,重 量増

加が軽度に旨まる10)。これらの成績は慢性期になって斃

死す る原因としてアレルギー反応を関与することを示唆

す る。

一方 ,免 疫群に静脈から感染を行な うとき動物が早期

に斃死する現象をみることがある。Lurieら11)はBCG

で免疫した兎に,二 次的にBCGを 静脈から注 入 す る

と,7～9日 後に50%近 くが艶死することを認め,ま た

Grayら12)も 感作動物に大量の旧ッベルクリンを注射す

ると早期に斃死するマウスのあることを認めている。彼

らはいずれも,注 射から発死までの日数および肺におけ

る著明な充血から,斃 死の原因を遅延型アレルギー反応

に帰している。 本報でも蛋白質A,BCG菌 体 を用いて

同様の結果を得た。これらの成績から,あ らかじめ感作

状態にある宿主が感染を うけたときには,結 核菌に由来

する蛋白質画分によるアレルギー反応も致死を促す要因

の一つと考えられる。

結核菌の病原性あるいは抗結核剤の作用の評価にマウ

スの斃死試験が用いられることが多いけれども,ア レル

ギー反応を除外できる条件を設定 しなければその解析は

複雑となるであろう。

結 論

結核菌感染マウス群の生存率曲線を3相 に分けて考え

ることができる。本報ではそれらの各相における致死因

子に差異のあることを推定せしめる根拠を得た。

早期死は主として免疫群にみ られ,こ の時期では菌数

増加および肺の物理的変化は軽度であり,組 織像および

二次的に蛋白質Aを 注入することによっても起こりうる

ことから,ア レルギー反応が大きな因子であると考えら

れる。急性期相では菌数増加が著明で,し かも発死時にほ

ぼ一定のレベルであ り,結 核性変化も高度である。した

がってこの時期では中毒および肺の物理的機能不全が主

因と考えられる。慢性期相では,急 性期相と同じ変化を
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示すものと,早 期死の状態に近いものとがある。前者の

中にはアネルギー化し急性期の状態に移ったものも含ま

れ,後 者の場合にはアレルギー反応が関与する可能性に

っ いて考察を加えた。

終 りに臨み,病 理学的立場からの御助力をいただいた

本 院小川弥栄博士に衷心より謝意を表します。

本論文の要旨は,第28回 日本結核病学会近畿地 方会

肛おいて発表した。
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