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   During the past 15 years the present author has been making it a routine procedure  to 

maintain laboratory stock strains of  tubercle bacilli by subculturing them on glycerol egg 

medium of Ogawa type with one to two week intervals. This method was satisfactory at least 

to keep the growth vigorous and the viability at a high level so that they can be ready to use 

for in vitro experiments. However, the trouble was that the virulence of pathogenic strains 

was easily decreased during subculture in that way. The same thing happened with the standard 

laboratory strain  H37Rv. 

   On the other hand, Steenken'), Karlson2), and Youmans and Youmans3) were successful in 

maintaining the virulence of  H37Rv at a constant high level during subculture for many years. 

They employed Proskauer and Beck synthetic liquid medium for this purpose. 

   This situation led the author to an attempt to compare Sauton synthetic liquid medium 

and glycerol egg media (Ogawa type and Oka-Katakura type) regarding their effects on the 

virulence of  H37Rv during subculture on them. 

   The original  H37Rv strain of high virulence was furnished by Dr.  Smith9) of Department 

of Medical Microbiology, the University of Wisconsin, U. S. A. This strain was then subcultured 

for 14 months on three kinds of medium as above, with 10 to 14 day intervals on Sauton 

medium and with one week intervals on egg media. During the subculture period, virulence 

test was conducted six times in mice of dd strain and one time in guinea pigs. In mice, each 

culture was inoculated intravenously in the amount of 1 mg semi-dried weight , and in guinea 

pigs  O. 01 mg was inoculated subcutaneously. The virulence for mice was evaluated by % 30 
day survivals and that for guinea pigs was evaluated by macroscopical tuberculous changes in 

the lungs, liver and spleen, swelling of the lymphnodes, spleen weight, and viable counts in 

the spleen when sacrificed at 6 weeks of infection. The results are presented in Table 1, Fig. 

3, Fig. 4, and Table 2. These tables and figures clearly indicate that the virulence of H37Rv 

remained high on Sauton medium, but decreased in glycerol egg medium. 

   In addition to this experimental observations, Fig. 1 and 2 show a chance experience that 

another  H37Rv strain furnished by Dr. Youmans in Chicago lost its high virulence after 5 

year subculture on Ogawa medium in this laboratory. Table 3 includes the similar experience 
concerning H2 isolated by single cell culture using a  micromanupulator4)-6). Fig. 5 is an excep-
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tionalcasethatM.bovis(Ravenelstrain)remainedhighinvirulenceformicedespitethe

subcultureonOgawamediumformanyyears.

Asaconclusio嶽,itwillbestatedthatsyntheticliquidmediumsuchasSautonmediumor

Proskauer&Beckmediumcanberecommendedassubcultぜremediumformaihtenanceofthe

virulenceofH37Rv.Eggmediumis捻otsatisfactoryforthispurpose。

1905年BaldwinがTrudeau研 究所において,慢 性

肺結核患者の喀疾より分離したH37株 は,1935年 にい

た りSteenkenに よつて集落解離を受け,強 毒のHs7Rv,

無毒 のH37Raの2系 統 となつた1)◎以 来,そ れ らは世

界各国の研究室に広 く分与されて,継 代保存結核菌株 と

して現在まで最 もしば しぽ実験に供せ られてきた。かく

してすでに60年 の歴史をもつこの菌株が,結 核菌,結

核症研究のために果たした意義ははか りしれないものが

あるし,そ の点では国際的な標準菌株 としての資格を十

分に備えているといえよう。

われわれの研究室保存のH37Rv株 の ひとつは,1951

年 にMayoClinicのKarlsonよ り分与 を受けたもの

であるが,こ れは1940年 に,か れがTrudeau研 究所

より得たものに由来している。過去15年 間,わ れわれ

は この株を種々な実験 目的に用いてきたし,ま た国内の

多 くの研究所に分与されて,そ れぞれ利用されたはずで

ある◎しかしながら培地継代による毒力低下 の 傾 向 は

Hs7Rvで も例外でなく,動 物実験をなすにあたつてつね

にわれわれを当惑 させた問題であつた◎この た め1960

年 にYoumansよ り新たにHg7Rv株 の分与を受けたが,

これ も現在毒力低下が著 しい◎培地継代によつて有毒菌

株の毒力が低下す る傾向は,細 菌学教科書の記載する一

般的現象であるにしても,一 方 ではSteenkenユ},Karl-

sen2),Youmansら3》 が,長 年この株の毒力を維持して

いる事実を知るならば,わ れわれは自己の継代技術に反

省を加えるべきである。著者は1965年2月 に,Smith

(Madison)よ り新規にH37Rvの 分与を受けたのを機会

に,こ の点について検討することを計画した◎ただしこ

こで意図するところは,毒 力維持に関す る技術的な面の

みであつて,毒 力についての本質的な問題には立入らな

いつもりである◎

1945年H37株 分離40週 年 を記念 してSteenkenと

Gardnerは,こ の株の由来と歴史について報告1>した◎

その内容の大部分は,毒 力変遷についての回顧的記述で

あつたが,結 論としてはH37Rv株 が 当時なお分離当初

の毒力を維持 しえた のは,1920年 来Proskauerand

Beck合 成 液体培地での継代系があつたためであると述

ぺ,鶏 卵,肉 エキス,ペ プ トソ,血 清等を主体とする種

々な非合成培地での継代系は,す べて弱毒化したことを

指摘した◎不幸にしてわれわれは,単 に経験的事実 とし

て述べ られたこの記載にあまり注目 しな かつた。一方

Karlsonは1965年10月 世界抗結核連合 ミュソヘン会議

において,1940年 以来ProskauerandBeck培 地に継

代してきたH37Rvが,こ の間モルモッ トに おける毒力

に変化のなかつたことを報告2)し,Steenken,Gardner

の経験にさらに25年 の月日を加えて そ れ を 再確認し

た。また同じくProskauerandBeck培 地でHs7Rvを

継代 しているYoumansら3)は,過 去10年 以上にわた

つて,そ のマウスにおける毒力を維持している◎以上の

事実は少な くともH37Rvの 毒力維持に 関するかぎり,

合成培地が適当であることを示唆している。これに反し

わが国においては,本 来分離用培地であるべき小川培地

が,そ の優秀性のため広 く普通して菌株継代のためにも

習慣的に用い られるようになつ て い る。 した が つ て

H37Rv株 の毒力低下の要因として,ま ず継代用培地をそ

の可能性にとりあげた。

実験材料ならびに方法

培地:原 液に第1燐 酸カリを1%に 含 む小川鶏卵培

地,岡 片倉培地,そ してSauton合 成 液体培地を使用し

た◎

菌株:1960年3月 にYoumansよ り分 与 され た

H37Rv株,1965年2月 にSmithよ り分与されたHs7Rv

株,両 者を区別す るため,こ こでは前者をH37Rv(Chi・

cago),後 者 をH37Rv(Madison)と 記載する◎次にわが

国の保存結核菌株の代表としてのH2株 と,そ れより単

個菌培養によつて 集落解離 されたH2Rv,H2Ra株4)一"6)。

そ してさらに,以 上の株に対する一つの対照として強毒

M・bovis(Ravenel)を 使用 した。動物接種にあたつて,

これ らの菌株は手振法による蒸留水菌液として使用され

た。

実験動物:マ ウスは主 として市販dd系 の雄 を使用

し,一 般 に18～20gが 感染時の体重であつた。10匹 ず

つをおが屑を入れた金属箱に収容し,固 形飼料と水とで

飼育 した◎モルモヅトは体重4009前 後の雄を使用し,

一 箱に5匹 を収めて
,お なじく固形飼料と水とで飼育し

た。

毒力判定法:マ ウスにおいては,1mg(半 湿重量)を

静注 してその生存 日数,生 存率を追求 し,主 として30

日生存率をもつて比較した。モルモットにおいては,皮
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Fig.1.VimlenceofH37Rv(Chicago)Subcultured

forManyYearsonModi行edProscauerandBeck

Medium,asRevealedby%Survivalsof

IntravenouslyInfectedMice

(CF-1and``StrongA")
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Fig.2.VirulenceofH37Rv(Chicago)onThree
KindsofMediaafterSerialTransferon
OgawaEggMediumfor5Years,as

Revealedby%Survivalsof
IntravenouslyInfected

Mice(ddstrain)

100

90

80

70
　

需60
.ヒ

ζ50

m40

慧30

20

10

00
5 lo 152025

1轟fをdl。ndays

違
a-Katakura¢ult糠re

x受9・wac・ 叢聾

30 35 40

Note:1纂fectio論si忽elmg,

co難tai識 三ng6x106v,u.ofSautonculture,

18x106v.u.ofOgawac田ture,

11x106v.u.ofOka-Katakuraculture

下または静脈内に注射し,体 重変化,

織 内感染菌数等を比較した。

実 験 成 績

病巣の拡り,脾 組

実 験1:H37Rv(Chicago)株 の毒 力低 下 に つ い て 前 述

の ごと く,こ の株 を1960年3月 に 米 国 に お い て 分 与 さ

れ た さい の 毒 力は,尾 静脈 に そ の1mgを 接 種 され た マ

ウス の生 存 曲線 に 示 され て い る(Fig.1)。CF-1,Strong

A"の いず れ の 系 統 の マ ウス に おい て も,3週 以 内 に 全

動 物20匹 が 死 亡 して い る◎ このH37Rv(Chicago)は,

そ れ まで の10年 以 上 め 間ProskauerandBeck変 法 培

地 に 継 代 され て き た もので あ つ た 。 そ の 後 著 者 は1965

年5月 まで の5年 間,本 研 究 室 に お い て 小 川培 地 上 に1
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Fig.3.VirulenceofH37Rv(Madison)afterSerial

TransferonSubcultureMedia(Sauten,Ogawa,
andOka-Katakura),asRevealedby%

SurvivalsofIntravenously
InfectedMice(dd)
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Fig.4.VirulenceofH37Rv(Madison)afterSerial
TransferonSubcultureMedia(Sauton,Ogawa,

andOka-Katakura),asRevealedby%
SurvivalsofIntravenously

InfectedMice(dd)
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～2週 間隔でこの株を継代保存したが,こ こに お いて

Sauton培 地,岡 片倉培地,小 川培地の3種 類 の培地環

境に一世代移植し,そ れぞれの発育 についてdd系 マウ

スを用いて毒力テス トを行なつた。すなわち各培養より

蒸留水菌液を調製 し,そ れぞれ20匹 の動物に1mgを

静注して生存日数を追求した。Fig.2に そ の成績を図示

したが,い ずれの培養菌によつて感染を受けても,70%
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以上の動物が生残し,こ れをFig.1と 比較す るならば,

マ ウスの系統が同じでないにしても,5年 間における毒

力低下の事実には疑問はないであろ う。

実験2:Hs7Rv(Madison)株 の 毒力低下,な らびに

毒力保持について◎1965年2月,Smith(Madison)よ

り新規にH37Rv株 の分与を受けた。この株は 同年4月

より1週 ごとに岡片倉培地,お よび小川培地で継代培養

され,ま た10～14日 間隔でSauton合 成液体培地上で

14カ 月継代された◎この間6回 にわた りこれ ら3種 の

継代系についてマウスにおける毒力を検討 し,第5回 目

はモルモットにおける毒力をも比較 した◎成績はTable

1,Fig.3,Fig.4,Table2に 示 した。Table1は マウ

スにおける6回 のテス トについて,各 培養の継代数,接

種生菌数,な らびにそれによる感染マウスの30日 生存

率を示 した◎ここで明瞭 なことは,Sauton培 地継代系

が常に全動物を確実に感染死せ しめたに反 し,鶏 卵培地

による継代系は,そ の継代数とともに弱毒化 し,岡 片倉

培養では41代 において85%が 生残し,50代 に おいて

は90%が 生残した。この弱毒化の傾向は小川培地継代

によつてはいつそ う急速で,15代 において早 くも35%

のマウスが生残し,28代 においては70%,そ れ 以後で

は95%の 生残率 となつている◎Fig.3,4は それぞれ

第3回,第4回 の毒力テス トにおけるマウス死亡曲線を

示 したものである。第5回 のテストでは,こ のさいとく

に3種 の培地における継代系はそれぞれまた3種 の培地

に一世代継代 し,計9種 の培養を用意し,そ のO・01mg

を5匹 のモルモットの皮下に接種し,ま た同じ1mgを

20匹 のマウスに静注接種した。モルモットに ついては

6週 後に剖検して,肉 眼的病変度,脾 重量,そ して脾中

感染菌数を定量培養によつて測定し,マ ウスに関 しては

30日 生存率を観察した。したがつてこの マウスでの成

Table1.LossandMaintenanceinVirule轟ceof・
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績 の一 部 はTable1に も含 まれ た わ け で あ る。表(Table

2)で み る ご と くSauton培 地 上 で26代 継 代 され た株

は,感 染 直 前 の 一 代 限 り岡 片 倉 培 地,小 川 培 地 に 移 植 さ

れ て も,そ の毒 力 は きわ め て 強 く,1mgの 静 注 感 染 に

よつ て マ ウ スを 例 外 な く30日 以 内に 倒 した 。 またO.01

mgを モル モ ッ トの 皮 下 に 接 種 した 場 合 も,6週 後,脇

肝,脾 に 進 展 した 結 核 結 節 が み られ,脾 に お け る総 感 染
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菌数は10万 に近い。さらにしつへき,そ けい,え きか,

後 腹,門 脈,気 管,後 胸骨におけるリンパ腺の腫脹も著

しかつた。脾の腫脹のみは,Sauton継 代 で終止した場

合が著しかつた。他方岡片倉培地で40代 継代した株は・

感染直前にSauton培 地に移しても,そ の1mgを もつ

てマウスを倒すことはできなかつた。しかしモルモッ ト

においては,内 部器官に多少結節を生ぜ しめ,脾 におけ

る感染菌数は1,000を 少 し上まわつていた◎岡片倉培地

でのみ継代された株,ま た,感 染直前にそれより小川培

地に継代された株は,マ ウスにおい て それぞれ85%,

ユ00%の30日 生存率を許すほ どに弱毒化し,モ ルモヅ

トにおいては,肉 眼的病変を現出せ しめず,脾 における

感染菌数も100を 前後す るほどであつた◎小川培地での

40代 継代株 も,感 染直前の培地環境 の種類にかかわら

ず,そ の毒力はマウス,モ ルモットのいずれにおいても

岡片倉継代株と同じ程度に弱く,結 核感染実験のために

は,使 用にたえないものであることが示された。

実験3:H2株 の継代保存と毒力低下。上述のH37Rv

株 での経験にかんがみて,わ が国の代表的保存結核菌株

であるH2に ついても検討を行なつた。幸いにして1954

年5月 に凍結乾燥されて氷室保存されたH2原 株があり,

また,こ の株よりミクロマニプレーターを用いた単個菌

培養によつて 分離 されたH2Rv,H2Ra(Kat$uyama&

Kanai,1958)4)一"6)の うち,前 者は1962年4月 に一部

凍結乾燥されて氷室保存され,一 部は1966年3月 まで

小川培地で継代保存された。またH2Ra株 は分離以来小

川培地で継代されてきた。そこで以上4系 統め株の毒力

をモルモット,マ ウスで比較検討した。これ ら4株 は感

染前に2代Sauton培 地上に発育し,そ れより菌液を調

製して実験に供した。各株ともその1mgを20匹 のマ

Fig。5。VirulenceofRavenelStrain(M.bovis)
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ウスの尾静脈中に,ま た5匹 のモルモットの皮下に接種

し,さ らに0・1mgを5匹 のモルモットの後肢の静脈中

に接種した。かくしてマウスについてはその30日 生存

率を,モ ルモッ トにつ い ては7週 後 の リンパ腺腫脹,

肺,肝,脾 における結節性病変 脾重量,脾 における総

感染菌数を比較観察 した。Table3に まとめた成績の示

すごとく,こ れ ら4株 はマウスにおける毒力 が 弱 く,

1954年 のH2株1962年 のH2Rv株 に よつては90%

の生存率,他 の2株 においては100%が 生残した。しか

しモルモットにおいては,前2株 と後2株 との 毒 力 差

は,上 述の各観察点ならびに体重上昇度においてきわめ

て顕著に表現された。H2原 株 とH2Rv株 との間には,

毒 力に関する本質的な差異はないように思 わ れ るが,
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1958年 以来8年 間小川培地で継代されたH2Rv株 は,

皮下接種によつてほとんど病変を作 らないまでに弱毒化

し,そ の脾感染菌数も,1962年 当時の同株による場 合

の1/1,000以 下に止まつていた◎またH2Ra株 は 静脈

に0.1mgを 接種 してす ら,モ ルモットにおいて全 く病

変を作 らず,7週 後には脾より感染菌を検出できなかつ

た。

実験4:M.bovis(Ravenel)株 について。以上 はす

べて鶏卵培地継代による毒力低下の実例であつたが,他

方,わ れわれは全 く同一継代法によつても毒力の低下 し

なかつた株を知つている。それはM.bovisのRavene1

株 であるが,そ のゆえにこの株はマウス生存 日数を指標

とす る感染実験にもつともしばしば用いられた。Fig.5

はその一例であつて,本 研究室でTrudeau研 究所より

分与されて以来10年 以上小川培地で継代されたにもか

かわ らず,そ の1mgの 静注によつて,3週 以内に60

匹の全マウスが死亡している◎

考 察

微生物研究室においては,保 存菌株の継代を絶やさな

いことが,研 究者として一つの資格 とす らみ な され る

が,動 物実験を自己の研究手段 とす るかぎり,そ れのみ

では不十分であつて,継 代菌株の毒力を一定に保つこと

も要求される。培地継代による毒力低下,動 物通過によ

る毒力上昇,こ れらは毒力を異にする細菌細胞の混合集

団が,環 境条件による選択作用を受けて,そ の混合比率

をかえるということで説明される。このことは古 くか ら

細菌学教科書に記載され7),確 立 された事実として認め

られているが,そ の内容はごく大まかな原則論の域を出

ないようである。HorRve=関 しても,蛋 白質を含まぬ合

成培地での継代系がよくその毒力を維持し,鶏 卵,血 清

等を含む培地での継代系において,む しろその毒力の低

下する傾向は,わ れわれの常識的な印象とは逆である。

またわれわれの経験8)に よれば,一 度弱毒化した有毒結

核菌株は,動 物通過によつても容易に弱力 を 回 復 しな

い◎

岡片倉培地 と小川培地とを比べると,後 者のほ うで毒

力がより急速であつたが,こ の両培地の違い の 一 つ は

pHで ある。小川培地は苛性ソーダ処置を受けた病的材

料の接種を前提として酸性であ り,そ の凝固水ではかる

とpH6.2ほ どである。このpHはSteenkeni)がH37Ra

を"aging"で 分離したさいの鶏卵培地のpHと 同一で

ある。またKarlson2》 に よればDubos培 地による継代

Hs7Rvも 毒力の低下したことを述べている・

したがつてH37Rv株 の毒力維持のためには,合 成培

結 核 第41巻 第10号

地での継代が望ましい。ただ経験的事実を述べれば,こ

の種の液体培地上の菌膜の継代には多少の注意が必要で

あり,雑 菌混入を最大限に予防す るのは当然として,菌

膜の状態を常に薄 く,平 滑に,そ して均一平等に保つこ

とが大切である。しからざる場合には,菌 膜は厚 く不平

等になる傾向を継代とともに強め,つ いには発育のきわ

めて悪い状態 となつて継代不能にな りかねない。したが

つて移植のためには,常 に薄い平滑な部分を選んで,こ

れを小量移すことが必要である。最近Smithら9)は こ

の方法によつてH37Rv株 をSauton培 地に継代保存し,

これをモルモットの気道感染に使用して,進 展結核症を

発生せしめるのに成功している。

しかし上述の合成培地での継代とは別に,原 株を凍結

乾燥して氷室保存するか,あ るいは岡片倉培地に発育せ

しめてこれを 一20℃ に保存 し,実 験にのぞんでこれを

合成培地に移せる可能性を用意するのも一方法である。

いずれにせ よ鶏卵培地での習慣的な頻回継代は極力避け

るべきである。

結 論

標準結核菌株Hs7Rvの 毒力維持のためには,継 代用

培地 として合成液体培地が適当であり,鶏 卵培地での頻

回継代培養はさけるべきであることを,文 献的に,経 験

的に,そ して実験的に示 した。実際にはSauton合 成培

地で継代するか,あ るいは岡片倉培地で発育せしめ,継

代を極力さけて 一20℃ に保存し,用 にのぞんでSauton

培地 に移して動物実験に使用すべきである。それと同時

に原株の凍結乾燥保存が望ましい。
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