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   Virulence to mice and guinea-pigs of tubercle bacilli newly isolated from 43 Japanese 

tuberculous patients was reported  previously1)-4). Virulence of  these strains was not identical 

each other : many strains showed high or moderate virulence to mice and guinea-pigs, but some 

strains showed low virulence. To confirm the results of the previous experiments, and to 

observe the difference of tuberculous changes induced by heat-killed  tubercle bacilli with 

different degrees of virulence, the following experiments were performed. In addition, the 

method evaluating the murine tuberculous changes with specific lung weight was discussed in 

this paper. 

   1. As the tuberculous changes in mice were relatively simple, the degrees of tuberculous 

changes could be roughly expressed by the weight of lung. But, as the weight of lung correlated 

with the body weight (r=  +0.  85), specific lung weight might be more favorable for evaluation 

of the tuberculous changes. In normal healthy mice, the specific lung weight was  70.  0±2.  9. 

(Tab. 1) 
   2. Four strains of  tubercle bacilli out of previous 43 strains were used for this experiment. 

Nine or ten mice were infected with  O.  1 mg of each strain intravenously. Twenty days after 

infection, all animals were sacrificed. 

   The average degrees of pulmonary tuberculous involvement were  4.  84 for the mice infected 

with No. 50 strain of bacilli,  4.  10 for No. 105,  2.  15 for No. 65 and  1.  60 for No. 37. (Tab. 2) 

These results could be more markedly demonstrated by the specific lung weight. (Tab. 3) 

From these results, 1) the previous  resultsu-s) that the virulence of newly isolated tubercle 

bacilli was not identical with each other were confirmed, 2) the method evaluating the tuber-

culous changes in mice by the specific lung weight was considered as one of the useful, 

objective and simple methods for the evaluation of murine tuberculosis. 

   3. The weight of spleen did not correlate with the weight of lung, or the degrees of 

tuberculous changes in mice. (r= —0. 45) (Fig. 1) 

   4. Even the highest virulent strain, the heat-killed tubercle bacilli could not form macro-

scopic tuberculous change. There was no difference between the mice infected with heat-killed 

bacilli of high virulent strain and the mice infected with heat-killed bacilli of moderately 

virulent strain. (Tab. 4) 

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

    gun, Tokyo, Japan.
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5.Themicroscopicfinding$ofthemiceinfectedwithheat-killedbacilliofdifferentdegrees

ofvirulencewereidenticalwitheachother,too,Thesefindingsweremarkedlydifferentfrom

thefindingsofthemiceinfectedwithlivebacilli(Table5).

さきに未治療肺結核患者か ら新たに分離した人型結核

菌の毒力について報告 し1)～4),さらにその一部の菌株を

用いてモルモットに微量菌感染実験を行なつた成績につ

いて報告 した5)。 これ らの中で,新 鮮分離人型結核菌の

毒力は一様でな く,毒 力の強い菌 と弱い菌との間にはか

な りの幅がみ られることを報告 した。また毒力と断面で

みた臨床所見 との関連はみ られなかつたが,モ ルモッ ト

に微量菌を感染 した場合,接 種菌量の差より毒力の差の

ほ うが病変の進展に大きく影響を及ぼすので,結 核症の

発病に菌の毒力の強弱も重要な意義をもつ と考えられる

ことなどを述べた。

このような毒力の検討実験に再現性が認められるか否

かをみることを一つの目的とし,ま た毒力を異にする結

核菌の死菌接種の場合にも毒力の強弱によつて差がみ ら

れ るか否かを検討することをも目的として,当 実験を行

なつた。さらにこの実験のさい,肺 の重量測定または比

肺重測定によるマウス実験的結核症の病変度の判定方法

についても検討を行なつたので,こ れ らをあわせて報告

したい◎

実 験 材 料

(1)動 物。dd系 マ ウス(船 橋農場産)を 用 いた。

動物の性 ・年令などは成績の項に述べるごとくである。

(2)使 用菌株。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の うちの4菌 株を使

用 した。すなわちマウスおよびモルモットに対して毒力

がきわめて強いと判定された50番 菌および105番 菌,

な らびに両動物に対 して中等度の毒力をもつと判定され

た65番 菌および37番 菌の4菌 株である。これ らの菌株

のマウスおよびモルモットに対する毒力の検討成績はす

でに述ぺたごとくである1)～3)◎

(3)菌 液 の作成◎喀疾または喉頭粘液か ら小川培地

で分離培養を行ない,さ らに小川培地に継代 した 菌 を

Dubos液 体培地に継代,こ れをDubos液 体培地に植え

っいだ菌液を使用 した◎菌液は比濁計で濁度を測定して

菌量を推定 しo.5ml/mlの 菌液とした。

(4)死 菌液の作成◎上記の菌液を100℃,1時 間加

熱 して死菌液を作成 した。

(5)感 染方法◎生菌,死 菌ともに上述の菌液を0.2

mlず つマウス尾静脈 より接種して感染を行なつた。 接

種菌量は0.1mgと な る。

(6)実 験群および観察方法◎成績の項で述べるごと

くで あ る。

実 験 成 績

〔第1実 験〕 正常健康マウスの肺重量,比 肺重の測定

マウスの実験的結核症は比較的単純なので,病 変の程

度を肺の肉眼的所見または肺重量によつて代表させるこ

とができる6)。とくに肺重量測定は客観的 に判定できる

点,優 れている。このためその基礎資料を うる目的で,

次の検討を行なつた。

(1)実 験方法。dd系 雄性健康マ ウス生後6週 ない

し12週 のもの,計32匹 を剖検 して体重,肺 重量を測定

し,さ らに比肺重を計算してその分布を観察した◎肺重

量は剖検時の肺の血液量に大きく影響されるので,次 の

ごとく剖検 した。すなわちマウスをエーテルで麻酔し,

四肢を解剖台に固定,腋 窩動脈を切断して 致 死 せ しめ

た◎以下,型 のごとく剖検し肺をとり出した後,心,リ

ンパ腺を分離 吸取紙で付着した血液を軽 くとつた後,

肺重量をtorsionbalanceで 正確にmg単 位 まで測定

した。なお肺重量(mg)を 体重(9)で 割 り,こ れを10

倍 した値を比肺重と呼んだ◎

(2)実 験成績。体重,肺 重量などの測定成績は表1

Table1.LungWeight,BodyWeightandSpeci丘c

LungWeightof32Norma】HealthyMice

(ddStrain,♂,6～12wsold)

Lung

weight

Body

weight

Specific

lung**

weight

Average

145.2*

土10.5mg

21.6

土1.49

70.0

±2。9

Range

102～226mg

13.5

～27 .2g

50～79

St騨d鷹 認

29.2

3.97

7.95

20.1

18.4

11.4

事95%c◎nfidencelimit

寮琳Speci蓋clungweight魏lungwe蓋ght(mg)/bodyweight

x10

のごとくである。肺重量は平均145mgで あつたが,最

低102mgか ら,最 高226mgま で の広い範囲に分布 し

ている◎肺重量は体重の重い動物ほど重 く,相 関係数を

計算するとr=+0・85で 両者はかな り密 な 相関関係を

示した。

そこで比肺重を計算 し,そ の平均を み る と平均70,

分布は50な い し79で あつた◎変動係数でみても肺重量

の係数20に 対 し,比 肺重の変動係数は11で あ り,比 肺
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Table2.De駆eeofPulmomaryTuberculousInvolvement,BodyWeightandWeightof

OrgansofMice20DaysafterInfecti◎n(Averagerateswith95%confidencelimit)

Strain

50

105

65

37

No、of

animals

◎
り

(》

0
▼

◎
ゾ

壌
ム

¶λ

Infe¢tionsdosis

invia量 》】le竃ユnit3

(x10δ)

Bodyweight
(9)

噌↓

0
》

FO

9
臼

ウ
耐

噌⊥

ー
ム

に
》

11.1土1.8

13.5土4。5

16.4土4.0

16.9土5、6

Degreeof

PU1mOAary
tuberculeus

i£匡VO!ve矯e獄t

4.84土0.27

4.10土0.72

2.15土0.37

1.60土0.53

Lungweight
(mg)

479土74

367土53

297土34

232土33

Specificlung*
weight

435土75

281土57

179土15

146土12

Spleenweight
(mg)

158土36

236土56

311土65

283土63

寧Spec三 負cluBgweight…1甑gweight(mg)/bodyweight× 王0

重でみた方が分布幅が狭くなることが認められた。

(3)小 括。雌マウスでみても生後6週 以上の動物で

は比肺重は70近 くの値を示 し,雄 マウスと有意差を示

さない。一方体重が平均39以 上異なつている群で比較

すると,肺 重量では有意差を示す こともある。したがつ

て体重の異なる群の比較の場合には,肺 重量を用いるよ

り比肺重を用いるほ うが良いと考えられた。

〔第皿実験〕 毒力の異なる結核菌生菌の感染実験

前述の結核実態調査分離菌のうちの4菌 株を用い,そ

の生菌感染を行なつて各菌株の毒力の比較を行なつた◎

(1)実 験方法。dd系 雌,生 後6週 のマ ウス38匹

を9な いし10匹 の4群 に分かち,各 群にそれぞれ50番

菌,105番 菌,65番 菌 または37番 菌の0・1mgの 静

注感染を行なつた。感染後20日 で全動物を剖検 し,病

変の観察を行なうとともに,上 述のごとく肺重量な どを

正確に測定した。なお各菌株の接種生菌数は表2に みる

ごとくである。

(2)実 験 成績。感染後20日 までは全動物で死亡は

みられなかつたが,50番 菌 および105番 菌では体重減

少著しく,50番 菌では全身状態も次第に悪化 した。感染

後20日 の各群の剖検所見は表2に 示すごとくである。

平均肺病変度6)で みると,50番 菌 の4.84に 対 し,

105番 菌 では4.10,65番 菌では2.15,37番 菌 で は

1.60で あつた。50番 菌ではいずれの動物でも肺全面は

大きな結節でおおわれ,著 しく進展した病変を示したの

に対 し,105番 菌,65番 菌 と順次軽 くな り,37番 菌で

は小さい点状の結節を認めるのみであつた◎

肺重量でみても50番 菌では平均479mg,105番 菌

367mg,65番 菌297mg,37番 菌では232mgで あつ

た。比肺重でも435か ら146の 間に分布し,同 様の傾

向であつた。

これに対し脾重量は50番 菌でもつとも軽 く,65番 菌

でもつとも重かつた。肺の病変,ま たは肺重量の重い群

ほど平均脾重量が軽い傾向である◎これら4群 の全動物

38匹 について肺重量 と脾重量の相関 をみても ほぼ同様

の傾向であつた。相関係数を計算するとrニ ーO・45と な

る。(図1)

組織 学的所見は第皿実験の項で述べる。

(3)小 括◎各群問の有意性の検定を行なうと表3の

Table3.ComparisonofResults

Groups

compared

50vs.105

50vs.65

50vs.37

105vs。65

105vs.37

65vs.37

d.f。

7
σ

7
響

6

8

7

7
.

雪■

霊↓

-

¶
↓

噌■

噌■

Degreeofpu-

hnonarytbc.

薫nVQ薫vement

tlP

2.05

12.80

11.30

4.47

5.66

1.79

**

**

**

**

LungweightS囎 鍵9

tPt P

2.80

5.12

6。72

2.69

4.72

3.06

*

**

**

*

**

**

3.69

18。77

21。91

3.86

4.89

12.04

**

**

**

**

**

**

寧Significant(P<0 .002)

鱒Highlysignificant(Pく0 .001)

ごとくである◎もつとも強毒 とみ られた50番 菌ともつ

とも毒力の弱かつた37番 菌との間はもちろん,50番 菌

と105番 菌,あ るいは65番 菌 との間にも有意の差がみ

られている◎判定方法としては,肺 重量で比較するより

肺病変度でみたほうが差がでやす く,比 肺重で判定すれ

ばさらに各群間の差は明瞭にでる,と 考えられた。

〔第皿実験〕 毒力の異なる結核菌加熱死菌の接種実験

生菌感染の場合,各 菌株間に著 しい差異が認められた

ので,こ れらの菌を加熱死菌 として接種 した ときの変化

にも菌株間の差異がみられるか否か,ま た生菌接種の場

合とどの程度の差異がみられるかを知るため,次 の実験

を行なつた。

(1)実 験方法◎第皿実験で用いた菌液を100。C,1

時 間の加熱で死菌菌液 とし,こ れを0.2mZず つ静注接

種 した◎接種菌量は生菌感染の場合 と同じこととなる◎

死菌接種後,10日,20日 で各群2匹 ない し3匹 の剖

検を行ない,第 皿実験 と同様の方法で判定を行なつた。

なお使用 した動物はdd系 雌,生 後6週 マウスで第皿実

験 と同様である。

(2)実 験成績。死菌接種後20日 まで死亡 した動物

はなく,体 重も順調に増加 した。また10日 または20日

後の剖検時にも,全 動物で肺には肉眼的病変はまつた く

見出だされなかつた◎剖検時の肺重量,比 肺重な どは表

4に 示すごとくである。動物数が少ないため各菌株ごと

に多少の変動がみ られたが,肺 重量も比肺重も健康マウ

スのそれと比較して有意の差はみられなかつた◎

組織学的所見は表5に 示すごとくである◎死菌接種で

はいずれの群でも肺,腎 には結節は認められない。脾に
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Table4.B◎dyWeighta捻dWeight◎fOrgans◎fMice

InfectedwithHeat-killedTubercleBacilliof

StrainN◎.50,105,65and37*

　 き

Nα.fl藩 勘B◇dy
Stra'n
一 舗 駒w酬

Lung

weight

(rng)

O
V

()

P◎

響0

105

ユ05

F◎

80

ハ◎

ハ0

7
藤

ワ
畢

3

0
9

ウ
桐

◎
り

1015.8

20i1&9

2

6
◎

0

0

1

2

8

ド◎

4

◎
V

1

1

Spe・i丘司Sp蓋e　

編,Y認t

13586

17091

108

151

75

127

侮δ

Ω
リ

ワ
4

7

66

146

2

ハδ

1016.8

2019.2

139

147

2

09

O

AU

耀上

9
倫

2

7
層

8

7
`

15.9

19.7

124

133

66

Q
9

7
召

ワ
藤

71

180

74

133

毒Dosisofinfecti◎ 益werethesameastheprevi◎us(livedbaci11iinfectiea)

experime夏t.

Table5.Micr◎sc◎picFindingsofMiceInfectedwith

Heat-killed◎rLiveTubercleBacilliwith

Differe1}tDegree◎fVirulence

なお生菌感染のときの組織所見も

表5に 掲げた。肺,肝,脾,腎 の各

臓器に抗酸性菌が多数染色される結

節が多 くみ られている。と くに50

・番菌および105番 菌 生菌感染群の肺

にはきわめて多数の結核菌が染め出

され,65番 菌 または37番 菌感染群

より菌数は明らかに多かつた◎肝の

結節中の結核菌数でみても,生 菌感

染の場合には菌株間の差異がはつき

り認められた◎

(3)小 括◎きわめて強毒の菌接

種の場合でも,加 熱死菌ではマウス

に肉眼的病変は作 らず,顕 微鏡的に

も貧弱な結節を肝などに小数形成す

るにすぎない。また生菌接種では菌

株間の毒力の相違が明らかに認めら

れたが,加 熱死菌にすると菌株間の

毒力の差は認められなかつた。

Liveor
kiUed
bacilli
infection

Heat-

killed

ユたおゴソまレ

盤盤 呈、
$trainand

autopsy

、(days)、

L呈ver

N◎.ofN◎.oftbc.

t犠berdes毒bacilli纏

SpleenLuag

50

105

0

0

0

0

0

0

0

0

1

2

1

2

1

2

1

2

0

6

0

8

1
4

5

7

2

1

1

6

1
4

3

3

3

3

3

1

1

2

8

0

0

0

0

0

0

0

0

土

土

土

土

土
土

土

土

Kidney

65

総括および考案

37

Live

50

105

65

73

10{30～70

20/30～70

10i30～70

20i30～70

58118zl8

、。i3。 ～7。
20i30～70

15.3十 ト
・31

.6辮

;20 .0升

24・3}紐

、1:1… ‡

乞61+
6・1;+

柵

+
粁

+

十
十

十
十

十

十
十

嬢Average=umber◎ftuberdesiR◎ne蹴icど ㈱c◎p量cfield(One薮e雲d三sL7

獅 魏ind量a鵬 ¢t¢r).1捻the醜 三ce三 簸fect¢dwえth1三vebadUi,簸u搬ber◎ftuber-

cle$c◎u蒸d臓 《)tbec◎ 雛簸tedもe¢ause◎ft◎ ◎abu識da勲ttubercl¢s.

鵜Average捻umberofa¢id一 ねstbad蹴 三no簸etubercle .

は萎縮性の結節が少数認められた毒結節の性状を比較し

やすい肝でみると,表 に示 したごとくであつた。すなわ

ちいずれの群でも10×10の1視 野(直 径1.7mmの 円)

に1コ ないし数コの結節が認められたが,萎 縮性または

非定型的なものも多い。抗酸性菌は認められない結節が

多いが,数 ゴの結節に1コ 程度の割合では結節中に菌が

みられ,結 節1コ 当り平 均 で みると0.1～0.8で あつ

た暮しかし結節の数,結 節中の菌の数な ど,い ずれでみ

ても菌株間の差はみ られず,強 毒の50番 菌でも毒力の

弱い37番 菌でも同様の所見であつた。

マウスの結核性病変は肺,肝,脾,

腎,リ ンパ腺,心 膜な どにみ られる

が,肉 眼的に認め られる病変は普通

の実験では肺に限 られている。しか

も肺病変の組織学的所見は他動物 と

比べると単純なので,病 変の程度を

肺重量によつてだいたい推定す るこ

とができる6)◎しか し肺重量 は体重

の大きいマウスほど重い傾向がある

から,体 重の大小による補正を行な

い,比 肺重で比較す るこ とを試み

た◎

肺重量(mg)を 体重(9)で 割 り,

これを10借 した値はdd系 正常健

康マウスでは常に70近 辺で,100を

越 えることはなく,変 動係数でみて

も肺重鐙のそれより小さい◎これに

対 し,非 常に進展 した病変を示す動物の比肺重は450～

500を 示 し,以 下軽 くなるに従つて低い値を示す。その

値は肉眼的病変の程度とよく平行する。肉眼的に肺病変

度をつけるより客観的に判定できる点,優 れているとい

えよう。

実験群中に死亡マウスがあると,肺 はうつ血で著しく

重 く,剖 検マウスの比肺重 と比較 しにくい箒また感染後

3週 以内に剖検すれば免疫あるいはアレルギーの影郭1は

少なく,菌 の一次的な毒力を判定しうる利点をもっ◎こ

のため当実験では全動物の剖検を感染後20日 で行なっ
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た◎このような実験方法は,短 時日で実験を行な うこと

ができ,簡 単で,し かも客観的に判定できるので,多 く

の菌株の毒力の比較実験の場合な どには良い方法の一つ

であると考えられた。

Bloch7)は 菌株間の毒力の比較実験 の場合,次 の8条

件を一定にして行な うことが必要であると述べている。

すなわち,① 菌の培養条件,② 菌の培養日数,③ 感染

菌量,④ 感染方法,⑤ 動物の種類,系 統,年 令など,

⑥ 動物の飼育条件,⑦ 潜在性感染の除去,⑥ 病変度判

定方法の8条 件である◎われわれの実験の場合,潜 在性

感染の除去は市販マ ウスを使用したためできなかつた

が,他 の条件についてはかなり一定の条件下で実験を行

なうことができた。

各菌株間の毒力には明 らかに有意差がみられ,強 弱の

順はさきの実験成績1)～3)と一 致した成績であつた◎モル

モットでの微量菌感染実験5)と あわせ,毒 力検討実験の

再現性を認める成績であると考えられた。

未治療患者か ら新 しく分離された人型結核菌の毒力が

けつして一様に強いものではな く,強 弱かな りの幅があ

ることを再確認できたわけであるが,菌 を死菌とした場1

合でも菌株間に病変を作る能力に差があるか否かを第皿

実験で検討した◎

成績の項でみたごとく,ま ず注意されるのは,最 強毒

の菌でも加熱死菌とすれば肝,脾 に少数の結節を形成す

るのみで,生 菌接種の場合と比較 した ときの著しい相違

であつた。このことは結核菌の毒力は組織の中での増殖

能力によつて規定されるというRich8)ら の考え方 と一

致する成績である。

組織学的にみてもつとも比較 しやすい肝の結節でその

性状を比較しても,生 菌感染では毒力の異なる50番 菌
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105番 菌,65番 菌,37番 菌の間で,結 節の数,大 きさ,

結節内の抗酸性菌の数のいずれ でも差がみ られなかっ

た◎当実験では菌液を100℃,1時 間の加熱によつて死

菌 としているので,菌 体への影響はかな り大きいと考え

られ よう。この意味で毒力の異なる人型結核菌を死菌と

した場合の病変形成能の差異の有無についても,厳 密に

は再検討の要が残されている◎Cordfacter,中 性 紅反

応,酸 化還元試験などを始め,紫 外線に対する抗酸染色

性の態度の差異9>,H202に 対する感受性の差異le)な ど

多くの因子が毒力の差異に関与する基本的な因子として

報告されているが,今 後,こ の方面についての検討も必

要であると考えられる◎

結 語

dd系 マウスを実験動物として人型結核菌 の毒力につ

いて検討 し,次 の結論を得た。

1)マ ウス実験結核症の病変度判定方法として比肺重

で比較する方法は,簡 単で,し かも客観性に富んだ一方

法であると考えられた◎

動)未 治療患者から新たに分離された人型結核菌の毒
力を4菌 株で検討 したが,肺 病変度,肺 重量,比 肺重の

いずれでみても有意の差が見出だされ,新 鮮分離人型結

核菌の毒力に差異があることが再び認め られた。

3)こ れらの菌の毒力の強さは,さ きの実験成績と一

致してお り,さ きの報告の再現性を認める成績であると

考えられた。

4)し かし,こ れらの菌を加熱死菌 として接 種 す る

と,肝,脾 にわずかの結節が形成 されるのみで生菌接種

の場合とは著しい差がみられる。また菌株間の毒力の差

異も加熱死菌接種では明らかでなかつた◎

搦筆にあた り結核研究所岩崎竜郎所長のご指導,ご 校

閲を感謝いた します◇
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