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The virulence of forty three strains of M. tuberculosis isolated from tuberculous patients 

who were discovered at "Tuberculosis Prevalence Survey in Japan" (Japanese Ministry of Health 

and Welfare, 1963 and 1964) was examined. All the patients under these studies were new 

cases discovered at the Survey and had no history of antituberculous treatment. The virulence 

of the bacilli isolated from these patients was compared with that of two English strains and 

eight Indian strains from Dr. Mitchson. Also the standard strain Kurono was examined in 

these studies.

The bacilli were cultured on egg madia at the isolation and subcultured on the same media 

for drug sensitivity tests. The bacilli grown on the control tubes were planted in Dubos' 

liquid media and the bacterial suspension was obtained. The various bacterial suspensions were 

standardized to a given optical density. Each animal was infected with 0.1mg (wet weight) 

of bacilli.

Ten female mice of dd strain were infected intravenously with each strain of bacilli . The 

death rate up to 8 weeks after infection was observed. All the survived mice were sacrificed 

at the 8 th week, the tuberculous change was observed, and the degrees of tuberculous pulmonary 

involvements were judged macroscopically. The weight of lungs and spleens was measured at 

the same time. The results were as follows:

1. The viable unit of bacilli used in the infection was almost the same in number in all 

the strains examined. The average unit was 38.5•~105 (standard deviation 13 .1•~105) (Table 

1 and Fig. 1).

2. The death rate of mice infected with 0.1mg of each strain was varied from 100% to 

0% (Table 1 and Fig. 2).

*From Research Institute , Japan Anti-Tuberculosis Association, Kiyose Machi, Kitatama 

Gun, Tokyo, Japan.
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3. The degree of tuberculous involvement in lung used in these experiments was graded 

as follows: no lesion•c0; minute tubercles less than 20 in number•c1; minute tubercles 

more than 20 in number•c2; minute tubercles mixed with some tubercles larger than 2mm 

in diameter•c3; minute tubercles mixed with many tubercles more than 2mm in diameter•c4

; the surface of the lung all studded with many tubercles from one to several mm in diameter•c

5; in the group where tuberculous death was observed from 4 to 5 weeks after infection, 

one point was added mechanically to point 5, i.e. 6; when dea th was observed from 2 to 3

 weeks, 2 points were added to point 5, i.e. 7.

The average degree of tuberculous involvement in lung of each strain was varied from

 7.1 to 2.3 (Table 1 and Fig. 3). If the difference of the average degree of tuberculous involve

ments was more than one, a significant difference could be confirmed statistically.

4. The weight of the lung and its ratio to the body weight were correlated with the 

degree of tuberculous involvement in lung (Fig. 4). To compare the degree of tuberculous

 changes with the lung weight, weighing of the lung must be carried out after removing 

lymph glands, and without blood congestion. In Fig. 4, only the results of experiments were 

demonstrated where the lungs were weighed as above mentioned.

5. INH resistant strains (primary resistant cases) showed low virulence to mice (Table 

2). Comparison of English and Indian strains with Japanese strains will be discussed in the 

further reports.

緒 言

人 の結核 症の患者か ら分離され る結核菌 の毒力は,従

来,一 様 にきわめて強い もの と理解 されて きた。 ところ

が,最 近,Mitchsonら1)は 南 イ ン ドの患者 か ら分 離さ

れ る菌 は毒力の強い ものばか りではな く,か な り弱い も

の もみ られ ることを報告 してい る。 これ らの菌は,英 国

の患者か ら分離 された結核菌に比べ ると,モ ルモ ットに

対す る毒力がは るかに弱い とい う。

一体,わ が 国の患者か ら分離 され る結核菌 の毒力 は ど

うであ ろ うか。結核菌を患者か ら分離 した後,継 代 を続

け る とそ の毒 力が 弱 くなるこ とはす でに知 られ てい る2)。

したがつて,こ の種 の実験 を行 な うた めに は,新 たに分

離 された菌で実験 を行 な うことが必要 である。幸 い,昭

和38年 お よび39年 に行 なわれ た結核 実態調査 のさい

分離 された菌株 は,一 定 の条件で保存されているので,

これ らの菌 を用い てわが 国の患者か ら分離 され た結核菌

の毒 力について実験 的検討 を行なつた。

実験 は国立予防衛生研究所,国 立公衆 衛生院お よび結

核 予防会結 核研究所 の3施 設の共同で 「新鮮 分離人型結

核菌 の毒力に関 す る研 究委 員会(委 員長 岩 崎竜郎)」

をつ くつて行なつた ものであ る。

第1編 では,新 鮮分離人型結核菌のマ ウスに対す る毒

力についての検討成績を述べ る。以下,モ ルモ ッ トに対

す る毒力,マ ウスの成績 とモルモ ッ トの成績 との比較,

毒 力 と臨床所見 との関連な どについて報告を行な う予定

であ る。

実 験 方 法

(1)　 供試菌 昭和38年 結核実態調査 のさい,未 治

療患者か ら分離 された人型結核菌37株,お よび昭和39

年 の追及調査 のさい,未 治療患者か ら新た に分離 された

人型結核菌6株,計43株 を供試菌 とした。 このほか,

Mitchsonよ り分与 を受けた英国株2株,イ ン ド株8株,

結核 研究所保存 の人型 黒野株 で も実験 を行ない比較 検討

した。

(2)　 菌 の継代 実態調査分離菌は次の ごとく継代の

のち,菌 液を作成 した。まず,各 保健所長を班長 とす る

全国各地の結核実態調査現地調査班で小川培地を用いて

分 離培養を行ない,陽 性の ものは継代せず に各県衛生研

究所に集めた。 ここで継代培養を行なつてナイ アシ ンテ

ス ト,耐 性検査な どを行ない,耐 性検査の さいの対照培

地2本 を国立予防衛生研究所に集め,こ の菌が人型結核

菌 であ ることを再確認 して実験に供 した。

Mitchson分 与の英国株,イ ン ド株は,鶏 卵培 地に植

え られて送付された ものを,継 代せ ずに保 存 し,以 下 実

態調査菌 と同様に扱つて菌液 を作成 した。

(3)　 歯 液作成法 分離培 養後2代 の上 述の小川培地

継 代培養菌を,7～10日 間Dubos原 法培 地で培 養 した

のち,さ らにDubos原 法培地 に植 え継 いだ。 この菌液

の濁 度 を 光 度 計(Photoelectric photometer,EPO-B

Hitachi)で 測定 し,一 定濃度 の菌 液 を 作成 した。 この
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さい,フ ィルタ ー番 号53,波 長530mμ で光度計0.18

～0.2の 問の菌液を4mg/mlの 菌液 と推定 し,こ れ よ

り算出 して0.5mg/mlの 菌液 を作成 した。

(4)　 実験動物dd系(船 橋 農場 ま た は静 岡県 実験

動物組合産)雌 マ ウス,生 後8～10週 の ものを実験動物

とした。各菌株 とも10匹 のマウスを用 いたが,一 部9

匹 または12匹 のマウスを用いた菌株 もある。計544匹

の動物 が使用 された。

(5)　 感 染方法お よび 接 種菌量 前述の0.5mg/ml

の菌液0.2mlを マ ウスの尾静脈 よ り静注感染 した。推

定菌量 は0.1mgず つ接種 したこ ととなる。

各菌 の接種 生菌数 は表1お よび図1に 示す ごとくであ

る。実態調 査菌 の平均接種生菌 単位は38.4×105コ,標

準 偏差13.1×105コ である。もつ とも生菌単 位の多い も

ので66×105,も つ とも少ない もので16×105単 位 の接

種が 行なわ れている。

(6)　 観 察方法 菌接 種後8週 までは各群 マ ウスの体

重 測定 を行 ない,ま た,死 亡状況を観 察 した。死亡 マ ウ

スは全例 剖検を行 なつて結核症 に よる死亡か否か の判定

を行 なつた。

8週 まで生存 した マウスは,全 例8週 で剖検 を行 なつ

た。剖 検にさい してはマウスをエーテルで麻酔 し,解 剖

Table 1-a. Death Rate and Autopsy Findings of Mice (High virulence group)

*Some animals were died of non-tuberculous cause in these group
. Death rate shows only tuberculous death rate.
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台 に四肢を固定,腋 窩 動脈 を切 断 して出血致 死 せ し め

た。

まず,肺 の肉眼 的病変をス ケッチ し,青 太 ら3)の 方法

で 肺病 変度 を付 した。ただ し,8週 以前 に死亡 したマウ

スについては,感 染後2～3週 で高度 の肺病変 を示 して

死 亡 した場 合には病変度7,4～5週 に死亡 し肺病変の著

しい ものは6,6～7週 に死亡 した ものには病変度5の 評

価 を与え,各 群平均 肺病変度を算出 した。

次に,肺 か ら心,気 管,リ ンパ 腺 を 除去 し,torsicn

Fig. 1. Distributions of Viable Units of

 Bacilli Used in the Infection*

*British and Indian Strain were excluded from this

 picture.

balanceを 用 い て 肺 重 量 をmg単 位 ま で 正 確 に 測 定 し

た 。 この ほ か脾 重 量 の 測 定 を 行 な い,他 臓 器 の 肉 眼 的 所

見 の観 察 を 行 なつ た(た だ し一 部 の動 物 では 放 血 致 死 さ

せ ず,ま た,肺 重 量 の測 定 は100mg単 位 で行 なわ れ た

た め,肺 重 量 の比 較 の 困難 な も の もみ られ た の で,成 績

の分 析 は一 部 では 除 外 して 扱 か つ た も の もあ る)。

(7)　 実 験 分 担 実験 は次 の4回 に分 け て行 なつ た 。

そ の分 担 お よび 実施 施設 は次 の ご と くで あ る。

第1回(予 防 会 結 研)実 態 調査 菌No. 5, 18, 37, 50,

61,65,73,105,116,127菌 株 お よび 英 国株 A, C,

イ ン ド株B,D,E,F,I,J,K,L菌 株 の 計 20

菌 株 。

第2回(予 研)実 態 調 査 菌No. 3, 14, 33, 41, 57 ,

64,94,108,122,129菌 株 の11株 。

第3回(予 防 会 結 研)実 態 調 査 菌No. 1, 85, 90, 102,

104,109,110,111,154,156,172,185菌 株 お よび

人 型 黒 野 株 の計13株 。

第4回(予 研)実 態 調 査 菌No.25, 31, 68, 79, 89,

 93, 121,137,157,173菌 株 の10株 。

実 験 成 績

(1) 8週 ま で の死 亡 率8週 ま で の 死亡 率 お よび死

亡 状 況 は表1お よび 図2に 示 す ご と くで あ る 。50番 菌

で は100%死 亡 し,105番 菌,31番 菌 では80%の 死 亡

率 を 示 した 。 一 方64番 菌 を は じめ17菌 株 の実 態 調 査

Table 1-b. Death Rate and Autopsy Findings of Mice (Moderate and low virulence group)

*Some animals were died of non-tuberculous cause in these group. Death rate shows only tuberculous death rate.
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Fig. 2. Curves of Cumulative Percentage of Death 

of Mice Infected Intravenously with 0.1mg 

of Various Strains of Tubercle Bacilli

*Strain number

菌 では8週 までに死亡 した動物はみ られな か つ た。 な

お,こ こに 掲げた死亡動物 は全例剖検を行 なつ てお り,

いずれ も高度 の肺病変 を認 め,結 核に よる死亡 と認め ら

れた ものである。

(2)　 肺病変度,各 菌株 の平均肺病変度お よびその標

準 偏差 を表1お よび図3に 示 した。50番 菌 の平均肺病

変度7.1か ら,156番 菌 の平均2.3ま で非常に広い範囲

に分布 してい る ことは図にみ るご とくで ある。各菌株で

の動物 の個 体差 に よる変動 も,標 準偏差 の幅にみ るごと

くか な り大きいが,そ の一部 で有意性 の検定を行 なつ て

み る と次 のご とくで ある。

す なわち,50番 菌 と比較す る と図3のInd.I以 下 の

Fig. 3. Degree of Tuberculous Pulmonary Involvement of Mice 

Infected Intravenously with Various Strains of Tubercle Bacilli

菌 株ではす べて1%ま たは0.5%以 下の危 険率で有意の

差を もつて病変度が軽度であ るとい うことがで きる。ま

た,実 験を行なつた54菌 株の肺病変度の中央値を示 し

た111番 菌でみ ると,分 散 の大 きかつたBrit.Aを 除け

ば110番 菌以上の病変度を示す菌株では有意の差を もつ

て高い病変度を示 した とい うこ とがで きるし,93番 菌

以下 の菌では有意の差を もつて軽度の病変度を示 した と

い うことがで きる。さ らに,最 低の病変度を示 した156

番菌についていえば,94番 菌以上の菌株で は い ず れ も

有意の差を もつて高い病変度を示 した とい うことが で き

た。

この よ うに,分 散の大きかつた一 部の菌株 を除けば,

大体平均肺病変度が1.0以 上 の差 のある菌 株 間 で は,

0.5%あ るいは1%以 上 の危 険で有 意の差が ある と判定

された。

(3)　 肺重量 お よび比 肺重 マウスの肺病 変の程度 は

肺重量 で大体表現す る ことが できる3)。肺重量は 体重 の

大きいマウスほ ど重 いか ら,肺 重量 を体重 で割 つて体重

の大小 に よる影響 を除けばさ らに よく病変 の程度 を表現

し うる とも考 え られる。 以下,こ の値 を比肺重 と呼 んで

検討 を行 なつた。た だ し,肺 重量,あ るいは比肺重 で病

変 の程度 を比較す る場合,剖 検 方法 を一定 に して肺 の う

つ血 に よる重量 の変化 を防ぎ,心 臓,リ ンパ腺 な どを と

り除いて,肺 重量 を正確 に測定 しなけれ ばな らないこ と

はもちろんである。

感 染後8週 剖検 マウスの肺重量 および比肺重 は表1に

示す ごとくであつた。これ らの うち,8週 以前に死亡 し

た動物が2匹 以下 で,し たがつ て,8週 に8匹 以上 のマ

ウスが 剖検 され,か つ,肺 重量 の測定 のさい,上 述 の条

件 を満た している20菌 株(第1回 お よび第3回 実験 の

うち,死 亡率20%以 下 のもの)に つ

いて,肺 病変 度 と肺重量 お よび比肺重

との相関をみた ものが 図4で ある。

図にみる よ うに,肺 重量 あるいは比

肺重は菌株に よつてかな り広い範囲に

分布 してい る。 これ らはまた,平 均肺

病変度 ともよく相関す る成 績を示 して

い る。図か ら明 らかな よ うに,比 肺重

のほ うが肺重量 よ り平均肺病変度 とよ

く相関 してい る。相関係数は肺重量 と

肺病変度 とでは γ=+0.89,比 肺重 と

肺病変度 とでは γ=+0.94で あつた。

(4)　 薬剤耐性 との関係 試 験に供

した実態調査分離菌はいずれ も未治療

患者か ら分離 された ものであ るが,一

部は薬剤に対す る耐性を示 していた。

耐性 の種類,程 度 とそれ らの菌株に

よるマウスの死 亡率,肺 病変 度,比 肺
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重 を示す と表2の ご とくであ る。INH

耐性菌 の肺病変度はいずれ も3.5以 下

であ り,感 性菌あ るいはSM耐 性菌,

PAS耐 性菌な どに比較 して 軽度の病

変を示す ものが多かつた。なお,耐 性

と毒力 との関係については第4篇 で も

ふれ る予定であ る。

(5)　 英国お よびイ ン ドの菌株 との

比較Mitchson1)ら に よれば,イ ン ド

の患者 よ り分離 された菌の約1/3は 英

国 の患者 よ り分離 された菌に比べて モ

ルモ ットに対す る毒 力が著 し く弱い と

い う。今 回実験 に 供 した 菌 の うち,

Ind.J,K,Lの3菌 株はMitchsonら

のい う毒力の弱い菌 であ る。 これ らの

菌株 あ るいは英国株A,C株 と日本の

菌 との比較は表1,図2,図3に 示 し

た ごと くであ る。

本編 では これ らの成績を示すに とど

め,第II編 お よび第III編で英 国お よび

イ ン ドの菌株 との比較 につ いてさ らに

述 べる予定 である。

考案お よび総括

結核菌の毒力の検討は以前か ら少な

か らず行なわれて きた。 これ らの中に

は,患 者か ら分離 された菌の毒力に差

異がみ られ ることを認めた報告4),5)も

少 な くない。それに もかかわ らず,実

際 に患者か ら分離 された菌 の毒力が一

様に強毒で あると一般に考 え られて き

た のは,こ の種 の実験には多 くの困難を伴い,成 績 の解

釈 に疑問 をさ しは さむ余地が残 され得 るか らであつた。

実験 の困難 さの第一には,分 離 された菌を継代 して保

存す る と毒 力が弱 くな りうることがあげ られ よ う。患者

か ら分離 されたばか りの菌は強毒なのに,継 代をす ると

弱 くなるこ とは実験的に も確か め られ てお り3),結 核菌

の感染実験を してい る研究者が等 しく認めてい るところ

であ る。

動物に感染す る前の菌の培養 日数 も毒力に影響 し,培

養 日数が若い菌 のほ うが 動物 に著 しい病変を 作 る と い

う6)。培地 の種類,あ る い は 菌を紫外線にあて ること7)

な ども毒力に影響を及ぼす といわれ る。

第二 に,接 種菌液 につ いてみ ても,菌 塊 の有無や,比

較 しよ うとす る菌株間 の接種生菌数を揃 えることの困難

さが残 され る。マ ウスでは大 きい菌塊が多い と死亡率が

高 くな ることは実験的に 証 明されてい る8)。菌株 間の毒

力 を比較す る場合,菌 塊 の少 ない菌液を用い るこ とが必

Fig. 4. Correlation between the Degree of Tuberculous 

Pulmonary Involvement and Lung Weight, or and 

Lung Weight (mg)/Body Weight (g)•~10

Table 2. Mortality and Autopsy Findings of Mice Infected 

with Tubercle Bacilli Resistant to Drugs

要 とい えよ う。同一重量 の菌量を接種 して も生菌数に大

きな差があれば,実 験成績に影響す ることもい うまで も

なか ろ う。

第三に宿主側の因子 も考えなければな らない。 まず動

物に何を使用す るかの問題 もあろ うし,同 一動物で も系

統の問題 もあ る。系統,性,年 令,飼 育条件な ども無視

しえない ことは染谷 ら9)の 主張 してい るところであ る。

そ して最後に,毒 力の判定方法の問題があげ られ る。

実験条件を同 じくして も,死 亡率,肉 眼的病変,臓 器内

生菌数の観察な どの,何 を もつて毒力が強い,あ るいは

弱い とす るか の問題 である。

当実験 は これ らの点 を十分 に注意 して行 なわれ た。菌

はいずれ も今 回新た に未治療 の患者か ら分離 され たもの

であ り,継 代 もいずれ も二代 と揃 えるこ とが できた。培

地そ の他 の取扱い もすべ ての菌株 で同 じ基準 で扱われ て

い る。菌液はDubos原 法培地に培養す るこ とに よつ て,

一様に きわめてfeinな 菌 液が得 られた 。 生菌 数 も,こ
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の種 の実験 としては非常 に均等 に揃 えるこ とができた こ

とはす でにみた ごと くで ある。 実験動物 にはマ ウスお よ

びモルモ ッ トを用 いたが,本 編 ではマ ウスの成績のみを

述 べてい る。dd系 マ ウス雌のみを用い,生 後 日数 もお

よそ揃え ることがで きた。

結核菌には毒素産生性が認 め られ てい ないので,結 核

菌 の場合,毒 力は もつぱ ら寄生体 内に入つた後 の菌 の増

殖 力に よつ て規定 される ことはRichら10)の 主張す る と

ころである。 この意 味か ら結核菌 の毒力の判定には臓器

内生菌 数の消長をみる方法が優れた方法 といいえ よ う。

しか し,当 実験の ごとく,多 くの菌株を扱 う場合,臓 器

培養 は実際上 は大きい困難 に遭遇す る。 このため,死 亡

率,肉 眼的病 変,臓 器重量の測定な どに よつて病変の程

度の判定を行なつた。

まず死亡率でみ ると,検 索 した43菌 株間には死亡率

の大 きな差がみ られてい る。8週 までに100%死 亡せ し

めた菌株 が1株,50%以 上 を死亡 させた菌株 が7株,10

匹 中1匹 またはそれ以上死亡 させたが死亡率が50%と

な らなかつた菌株が18株,死 亡 マウスのみ られ なかつ

た ものが17株 である。

マウスの結核性病変 の程 度は,肺 の肉眼的病変度に よ

つ て よく表現す るこ とが できる3)。 当実験 の ごとく,1

群 中に死亡動物 もみ られ る場合には,こ れ らの病変度 も

加えて平均す ることが必要な ことは もちろんであ る。実

験 方法の項で述べた ごとき基準で平均肺病変度を算 出し

たが,こ の方法でみて も平均7.1か ら2.3ま で,非 常に

広い幅に分布 していた。多 くの菌株間で統計的に有意 の

差 がみ られ ることもすでに述べた ごとくであ る。

剖検マ ウスについては,肺 重量を測定 し,比 肺重 の算

出も行 なつた。 この場合,死 亡 マウスでの肺重量は うつ

血 のため剖検 マウスのそれ と比較 し難 い欠点が ある。 ま

た,リ ンパ腺 な どを除い て肺重量 を正確 に測定 しなけれ

ば な らないわづ らわ しさもある。 しか し,客 観性 に豊 ん

でいる点,優 れた方法 といえ よう。死亡率が20%以 下

で,8匹 以上 の動物 が剖検されてい る菌 株について,肺

重量,比 肺重 と肺 病変 度 との相関をみたが,き わめて よ

く相 関を示 していた。

肺病変度 は肺 内結核菌 生菌 数 ともよく相関 を 示 す こ

と3)か ら,以 上の ごとき判定方法で も,マ ウスに対す る

結核 菌の毒力を十分判定 し うるもの と考え られ る。

以上に よつて,死 亡率,肺 病変度,肺 重量,比 肺重 の

い ずれでみ ても,新 鮮分離人型結核菌 のマ ウスに対す る

毒力はけつ して一様では な く,大 きな差がみ られ るもの

であ る,と 結論す る ことができた。

なお,薬 剤耐性 との関連 や,英 国あるいはイ ン ドの菌

株 との比較につい ては次編以下 で考察す る予定 である。

結 語

38年 お よび39年 結 核実態調 査のさい,未 治療患者か

ら分離 された入型結核菌43株 のマ ウスに対す る毒力を

検討 し,英 国お よびイ ン ドの患者か ら分離 された菌の毒

力 と比較 した。供試菌は い ず れ も二代継代菌であ り,

Dubos原 法培地で きわめ て均一 な菌液を作成 した。接種

生菌数 も各菌株間 でほ とん ど差 をみ ない ほ どに揃 えるこ

とがで きた。その結果次の結論を得た。

(1)　未治療患者か ら分離 された人型結核菌の マウスに

対す る毒力はけつ して一様 では ない。

(2)　毒力 の差は死亡率 でみれば100%か ら0%,肺 病

変度 でみれ ば7.1か ら2.3と,強 い もの と弱いもの との

差 はきわ めて大きかつた。

(3)　肺病変度 と肺重量,比 肺重 は きわめて よく相関を

示 し,こ れ らの測定 で も毒力の差 を明 らかにす る ことが

で きた。

(4) INH耐 性菌 のマ ウスに対 す る毒 力は,SM耐 性

菌,PAS耐 性菌 あ るいは感性菌に比 して弱かつた。

本論文 の要 旨は第40回 日本結核病学会総会で発表 し

た。集計,解 析は青木が担 当 した。 なお本研究は厚生科

学研究補助金 の援助 を受けた。
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