
9

Kekkaku Vol.47,No.1

韓 国 にお い て最 初 の全 国喀 疾 検 診(1968～69)で 分 離 され た

結 核 菌 の マ ウ スに対 す る毒 力 に 関す る研 究
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受付 昭和46年9月16日

VIRULENCE OF M. TUBERCULOSIS ISOLATED 

IN KOREA, 1968•`69*

Jay Q. Lee

(Received for publication September 16, 1971)

Virulence of Mycobacterium Tuberculosis collected during the first nationwide case finding 

,campaign by sputum examination in Korea during the period from 1968 to 1969 was tested for 

mice.

Fifty four isolates were made from newly discovered tuberculosis patients without a 

history of previous chemotherapy. Thirty nine isolates were sensitive to antimicrobials, and 

15 were resistant to INH. None of the isolates was resistant to PAS or Streptomycin.

The reference strains of M. tuberculosis used for the study were H37Rv from the Trudeau

 Institute, British and Japanese strains from the National Institute of Health in Japan, and 

Indian strains from the Madras Chemotherapy Center.

One tenth mgm. of a bacterial suspension from each isolate was injected into mice 

 intravenously. Fifteen mice were used for each isolate. The average viable unit of bacilli 

injected per dose was 26. 7 •~ 105.

The mortality rate was observed up to eight weeks after infection. The extent of pulmo

nary lesions was measured by Aoki's standard degree of tuberculosis involvement in lung. 

Weight ratio of lungs to body as also recorded.

The findings were:

1. The mortality rates of mice inoculated with 39 INH-sensitive isolates ranged from 

100% for 9 isolates to 0% for 8 isolates, and the average was 52. 9% for the 39 isolates. This 

was markedly higher than the rate of 24. 7% previously reported from Japan.

2. The degree of macroscopic lesions in the lungs ranged from 2. 1 to 7. 0 (Aoki's 

standard). The mean was 4. 7. The weight ratio of lungs to body ranged from 100 to 314 

(Lung wt. mgms/body wt. gms. •~ 10). And these two indices for virulence were approximately 

proportional to the mortality rate.

3. The majority of 15 INH resistant isolates was lower in its virulence than the sensitive 

isolates. 11 showed negative catalase activity.

* From the Korean National TB Association , The Woosuk university, Medical School, Seoul, 
Korea (1970)
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緒 言

結核の感染と発病および,そ の進展が宿主と寄生体間

の相関関係によつて決定されることはい うまでもない。

その中でも菌の毒力は主要因子の一つとみなされる。し

か し毒力もまた菌の環境条件その他によつて変動するこ

とは古 くから知 られている。人型結核菌のヒト,モ ルモ

ット およびマウスに対する毒力は一般的には強毒であ

ると考えられ,モ ルモット,マ ウスなどに相当大量を接

種すれば通常は数週以内に弊死させることができる。 し

かしながら,一 方結核患者から分離される人型結核菌の

動物に対する毒力に差があることも古 くから知 られてい

たが,こ れが地域によつて相異なつているとは考えられ

ていなかつた。

1948年 印度のDhayagudeら1)お よび1956年Frimodt

Mollerら2)は 印度の結核患者より分離された結核菌株の

中の相当数はモルモットに対して全身的進行性病変を起

こすことなく,局 所的病変を起こすにすぎないことを見

出して,印 度に流布している結核菌は欧州のそれに比べ

て毒力が弱いのではないかと述べた。しかしなが ら彼ら

の実験は対照のとり方,そ の他について,な お不十分な

点があつたので,D.A.Mitchisonら3)は1960年 南 印

度の結核患者より分離された結核菌のモルモットに対す

る毒力について筋肉内注射を用いて詳細,か つ厳密な比

較実験を行なつた。その結果,印 度の結核菌の毒力は菌

株による差が英国の菌株に比べて大きく,そ の30%は

英国株 と同程度の毒力であつたが 残 りの70%は 明 ら

かに英国株 よりも毒力が弱いことを確認した。そして毒

力の弱い菌の多い印度で結核の蔓延が著 しいという一見

矛盾した事実の説明として生活条件の差などによるもの

ではなかろ うかと推測している。

1963～64年 日本で岩崎ら4)が全日本結核実態調査で分

離された結核菌のマウスおよびモルモットに対する毒力

を検討した結果その毒力が多様でその差がはなはだしい

と報告している。

著者は韓国に流布している結核菌の毒力を把握するこ

とによつて,韓 国の結核疫学および臨床面に重要な基礎

資料を得たいと考え,1968年 韓国最初の 全国喀痰検診

のさい,初 発見患者か ら分離された人型結核菌のマウス

に対する毒力に関する実験を行なつたのでその結果を報

告する。

材料および方法

1.材 料

1968年 政府で実施 した 第1次 全国喀痰検診で 過去に

化学療法を受けたことのない肺結核患者か ら分離された

人型結核菌54株(INH耐 性菌も含まれた)を 使用した。

材料の喀痰は1968年4月 か ら9月 の間,お よび2次 的

に1969年4月 まで に全 国 保健 所 で蒐 集 され,各 道(県)

結 核 検 査 所 に 輸 送 さ れ て,分 離 培 養 が行 なわ れ た。 分 離

さ れ た373菌 株 よ り54菌 株 をRandom samplingし て

実 験 に 用 い た 。 これ に 加 え て 参 考 お よび 対 照用 外 国菌 株

と してH37Rv(米 国Trudeau研 究所 分与)お よび英 国

菌 株2株(Lo 医 科 大 学 院D.A.Mitchison分 与)

印度 菌 株2株(Madras Chemotherapy Center分 与)

お よび 日本 菌 株2株(日 本 国 立 予 研 分 与)合 計7株 を

同時 に 実 験 した 。 これ ら 対 照 菌 株 の 毒 力 は,英 国菌 株

(Brit.)Iは 強,IIは 弱 で,印 度(Ind.)Hは 強,Lは

弱,日 本 菌 株(Jap.)Iは 強,IIは 弱 とす で に 確 認 され

て い る菌 株 で あ る。

2.方 法

(1)結核 菌 分 離 培 養

喀痰 を 同量 の4%苛 性 ソー ダ で前 処 理 し て3%KH2

PO4小 川培 地 に接 種 して37℃ 孵 卵 器 に培 養,毎 週 観 察

して,8週 に 及 ん だ。

(2)人型 結 核菌 の 同 定

まず 集 落 の 形 態 お よび 色 調,染 色 等 か らScreeningを

行 な い,次 にNiacintestで 陽 性 の 菌 株 を 人 型 結 核菌 と

した 。

(3)薬剤 感 受 性 検 査

す べ て の 薬 剤 耐 性 検 査 は 間 接 法 でLowenstein-Jensen

培 地 を 使 用 した 。 各 薬 剤 含 有 濃 度 は 次 の 通 りで あ る。

INH:0.2,0.4,1.0, 5.0mcg/ml

PAS:1.0,5.0, 10.0mcg/ml

SM:10.0,20.0, 200.0mcg/ml

と し各薬 剤 の濃 度 は培 地 凝 固前 濃 度 で あ る。

(4)接種 菌量

本 研 究 に使 用 した 菌株 は卵 培 地 で継 代 培 養3代 以 内 の

菌 でDubos原 法 培 地 で2代 継 代培 養 し10日 目の菌 を

使 い,菌 液 はKlett Summerson PhothometerのFilter

No.54,波 長180mμ で均 等 液4mg/mlを 作 成 し,こ

れ よ り0.5mg/mglの 菌 液 を作 成 して,そ の0.2ml,す

な わ ち0.1mgの 菌 を 各 マ ウス の 尾 静脈 に接 種 感染 させ

た 。

(5)薬 剤 耐 性 の基 準

耐 性 検 査 の さい,培 地 に 接 種 した 菌 量 は,British

 Medical Research Council法 に よ り約0.01mg(湿 菌

量)に 相 当 し,菌 集 落 の 読 取 りは,対 照 用培 地 に十 分 な

集 落 発 育 を 認 め る時 期(約4週 目)に 行 な つ た 。INHは

0.2,SMは10.0mcg/mlの 各含 有 培 地 に20コ 以 上 の

集 落 発 育 が あ つ た 場 合,そ れ ぞ れ の 薬 剤 に 耐 性 あ り と

し,20コ 以 下 の 場 合 を そ れ ぞ れ の薬 剤 に 感 受 性 と判 定 し

た 。

(6)使用 マ ウス

SM系 の 雌 性 マ ウス(韓 国 国 立 保 健 研 究 院 分譲,体 重

14g土1gを 各菌 株15匹 ず つ 使 用 した。
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(7)観 察

a.接 種菌液の生菌単位を測定 した。

b.各 菌株15匹 ずつのマウスに接種後8週 までの死

亡数からその死亡率を算出した。また死亡マウスは全例

剖検を行ない結核による死亡か否かを確かめた。

c.8週 まで生存 したマウスは出血死させ,剖 検 して

肺重(mg)対 体重(g)を10倍 した比肺重を算出した

青木 ら5)の方法にならつている。

d.肺 の肉眼的病変度を青木 ら6)の分類法に従つて,

そ の程度を区分 した。 このさい岩崎 ら4)にならつて,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 菌株 について 平均

肺病変度を算出した。(表 中では 簡単のために,こ れを

Aoki's degreeと して示した。)

成 績

1.接 種生菌単位(感 染菌数)の 分布

各接種菌数のマウス当 り接種生菌単位の平均値は26.7

×105で,こ の分布状態は図1の 通 りである。 最低8か

ら最高55×105ま で,そ の差は約7倍 で,だ いたい34

×105以 下 に集中している。

Fig.1.Distributions of Infection Dose in

 Viable Units of Bacilli Inoculated

2.INH感 性菌感染マウスの死亡率および剖検所見

試験菌株54株 中INH感 性菌である39株 の8週 間の

マウスに対する死亡率 と青木氏肺病変度および8週 まで

生存 したマウスの比肺重を総合 して表わ したのが表1で

ある。表1で みる通 り,死 亡率は0～100%で 各菌株に

よつてはな はだしく異な り,被 検マウス15匹 を全部死

亡させた菌株は8株(20.5%)で あ り,そ の反対に1匹

も死亡させなかつた菌』株は6株(15.6%)で,平 均死亡

率は52.9%で あつた。

青木氏肺病変度も表1に みるごとく最低2.3か ら最高

Table1.Death Rate and Autopsy

 Findings of Mice
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Table 2. Mortality & Autopsy Findings of Mice Infected 

 with Tubercle Bacilli Resistant to INH

7.0ま でで,死 亡率との相関関係が大であつた。また8

週 後に屠殺したマウスの比肺重は,最 低100,最 高314

で,死 亡率と全例において一致するわけではないが,そ

の傾向は認められた。

英国,印 度,日 本で分離された菌株について,岩 崎 ら

が言 う強毒株と認めた菌株は,わ れわれの検討結果でも

強毒であ り,弱 毒株はやは り弱毒であつた。すなわち両

者の毒力判定の基準は一応一致しているとみて,以 後の

検討を続けた。

3.INH耐 性菌感染マウスの死亡率および剖検所見

試験菌株54株 中,INH0.2mcg/ml以 上耐性菌15株

の成績を表2に 表わした。表2で みる通 り,INH高 度

(5mcg/mZ)耐 性catalase陰 性の4株 を接種されたマウ

スは8週 間に1匹 の死亡もな く,肺 の病

変は軽 く,青 木氏肺病変度は2.2～3.1

で,平 均2.6で あ り比肺重 も小さかつ

た。また1rncg/mZ耐 性,0.2mcg/mZ耐

性菌も例外はあるが,感 性菌に比べると

概して毒力が低い傾向を示した。少数株

ではなお強いのもあつた。

4.毒 力と病変度,比 肺重および接種

生菌単位

図2はINH感 性菌各株と,外 国参考

菌株によるマウスの肺病変度を縦軸にと

り,横 軸に死亡率の大なる菌株から順に

配列 して,そ の標準偏差の幅を観察した

ものである。ここでみるごとく死亡率と

病変度は,毒 力を測定するのに非常に近

い相関関係をもつていた。次に肺病変度と肺重および比

肺重との相関関係を図3に 表わした。

Table 3. Distribution of Aoki's Degree
According to Infection Dose in

Viable Units (x 105)

Fig. 2. Aoki's Degree of Lung Involvement of Mice Infected 

 with Various Strains of Tubercle Bacilli
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 ig. 3. Correlation between Aoki's Degree of Lung Involvement 
 and Lung Weight and Lung Weight (mg)/Body Weight (g) x10

図に示したごとく肺重量が重いほど,ま た比肺重の大

であるほど,肺 病変度が高 く,非 常に有意的な相関関係

をもつていた。一方,接 種菌の生菌単位は最小8×105

と,最 高55×105,そ の間に約7倍 の開きがあり,病 変

度および死亡率との関係をみると表3に 示したごとく8

～44×105の 間(5・5倍 の差)で は全 く差異が 認められ

ないが,45×105以 上 の菌量を接種 したときにはそれ以

下との間にかな りの差が認められた。

5・ 被検54株 のPAS,SM感 受性

PAS,SM感 受性テス トの結果は,試 験菌株54株 全

部において薬剤自然耐性菌はみられなかつた。

考 察

Mitchisonら3)の 報 告によると,結 核菌の毒力は地域

的に差があ り,南 印度の菌株の毒力は英国のそれに比べ

て,バ ラツキが多いうえに,英 国の菌株ではみ られない

ような弱毒株が多いとい う。また1963年Bhatiaら7)は

タイ国で分離 した菌株を調べて,そ の毒力は だいたい

印度 と英国の中間であつて,印 度型の弱毒株分布の東の

限界は 「タイ」の あたりでは ないかと言つたが,同 年

Dickinsonら8)が 香港で分離 した菌株を調べた結果では,

香港分離株の95%は 英国株と類似の毒力を有していた

が,残 りの5%は 南 印度株と同様に弱毒であつたので,こ

の5%の 弱毒株は印度か ら持込まれたのかもしれないと

言つている。一方,東 アフリカの菌株を調べたLe伽rd

ら9)もやは り南印度株 と類似の弱毒株の存在を認めて,

これ らは印度か らの移民によつて持込まれたものと推測

している。なお南阿においては,毒 力のバラツキが大き

く弱毒株8%,中 等度毒力株60%,強 毒株32%で あつ

たとい う(Kleebergら10))。

西太平洋地域に限局してみても,佐 藤11)の報 告による

と,日 本と台湾に比べて,香 港とシンガポールの菌の毒

力は弱いとい う。これら地域的な毒力の差が,気 温その

他の自然環境,あ るいは住民の生活状態と関係があるの

か否か,興 味深い問題である。そこで韓国で分離された

人型結核菌の毒力が他国のそれ と比

較して,ど うであろうかという問題

が提起される。

本実験の結果では,表1に みるよ

うに,マ ウス死亡率において39株

中8株(20.5%)は8週 以内に100

%死 亡 させる強 毒 株 であつた反面

に,6株(15.6%)は1匹 の死亡も

来たさない弱毒株であり,そ の幅が

非常に広範囲にバラついていること

が認め られた。本実験は日本におけ

る未治療患者よりの分離菌の毒力を

検討した岩崎ら4)の実験方法と同様

の方法で検討してお り,か つ日本および英国株で強毒あ

るいは弱毒とされた菌株はいずれも本実験の結果でもそ

れぞれ強毒あるいは弱毒 となつているので,一応,韓 日両

国に流布している結核菌毒力の比較が可能であると考え

る。 この点からすれぽ,岩 崎 らの検討 した43株 のうち,

マ ウスを100%死 亡 させた強毒株はわずか1株(2.3%)

であつたのに比べると,韓 国のそれは20.5%で はるか

に高い。また1匹 のマウスも死亡させない弱毒株は,岩

崎 らの場合は43株 中17株(約40%)に 及ぶのに対 し

て,韓 国の場合は15.6%に す ぎなかつた。さらに平均

死亡率か らいつても岩崎らの24%に 対 して,韓 国のは

52.9%で 明 らかに高率である。一方これを岩崎 らの強毒

力群と弱毒力群とに分けて比較 してみると,表4に 示す

ごとく,強 毒力群に属するのは韓国84.6%,日 本60.5

%で あ り,弱 毒力群(岩 崎らの中等度毒力群を含む)は

韓国15.4%,日 本39.5%で 統計的にも有意な差を認め

た(λ12(1)6.87,P<0.01)o

もちろん詳細に論ずれば問題は残されるであろうが,

概括的にみて,韓 国で分離される結核菌のマウスに対す

る毒力は日本のそれに比して明らかに高いといつてよい

であろ う。このことと佐藤11)の検討結果とを合わせて類

推することが許されるならば,西 太平洋地域においては

韓国の結核菌は少な くともマウスに対する毒力において

は最も強 く,次 いで日本,台 湾,最 も毒力の弱いのが香

Table 4. Comparison of Number of Strains 

 with High Virulence and Low Virulence 

 between Korea and Japan
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港,シ ンガポールとなつて,だ いたいにおいて北に向か

うほど,毒 力の強い菌株が多い傾向がみられるが,こ の

ことが何を意味するかは将来の問題である。

次に南印度に 流布している結核菌の70%を 占める

弱毒株は低濃度のH202に 対 して 感受性 があ り殺菌さ

れ12)13)18),Thiacetazone(Tb1)に 対 し抵抗する菌株が

多 くみられた14)とい う。前述のLeffordら9)が 東アフリ

カで分離された弱毒菌は印度からの移民が持込んだので

あろ うと推察したのは,こ れらの弱毒菌がTb1,PAS

に対 しても抵抗力をもつていたからである。

韓国で分離された菌株については以上の諸 性 状 の う

ち,今 回はPAS感 受性 しか検討していないので(弱 毒

株6株 ともPAS感 受性あり),そ の由来についてはなお

断言を避けたい。

次に表1に 示したように,マ ウス肺の病変の程度を青

木 ら6)の肺病変度基準で分類してみれば,や はり死亡率

とだいたい一致する相関関係をもつてお り比肺重もまた

全例ではないが,死 亡率および病変度と関連性をもつて

いた。

接種生菌数 と毒力の関連性は表3に 示 したごとく,8

～44×105す なわち約5.5倍 の接種生菌単位の差はマウ

スの死亡率および病変度に大きい影響を及ぼさないが,

それ以上の差があるとかな りの影響を及ぼしてくること

が分かつた。

次に結核菌がINHに 対 して耐性になるとモルモット

に対する毒力が減弱することは1953年Barryら19),

Middlebrookら20)の 報 告以来,ほ ぼ認められている。し

かしなが らマウスに対する毒力については減弱が認めら

れないとい う者,減 弱すると主張する者,あ るいは一定

の傾向を認めず,菌 株それぞれによつて異なるとする者

など研究者によつて意見はまちまちである(こ の点に関

する文献は村田21)がよ くまとめているのでここでは省略

する)。

さて韓国で分離されたINH耐 性菌の毒力については

表2に 示したごとく,INH5mcg/mZ耐 性 の4株 はいず

れもINH感 受性菌(表1)に 比べて弱毒であつた。し

かしINHlmc9/mZあ るいはそれ以下の弱耐性菌は,

個 々の 菌株についてみれば 弱毒のもあつたが,Nα300

株 その他2,3の 菌株のように強毒のもあつた。それ と同

時にINH感 受性菌でも弱毒のもあること(表1)を 考

え合わせると,少 な くとも,INHlmcg/mZ以 下 の耐性と

毒力減弱とを関係づけることは無理であると思われた。

なおINH耐 性菌15株 中11株 はCatalase陰 性であつ

た。

最後にこれ ら実験動物で認められる毒力と人間に対す

る毒力とに関連があるかどうか,も しあ りとすれば,そ

の程度はどの くらいか,な ど今後検討すべき興味深い問

題が残つている。この方向に関する検討は古 くから行な

われ,い ちいち枚挙に暇ないが,近 年,新 しく動物に対

する毒力検査法を提唱した青木6)も それとヒトの臨床所

見 との関係すなわち分離培養のさいの排菌数,X線 所見

との間に一定の関係を見出せなかつたと言つており,岩

崎ら4)もまた同意見である。 モルモットに対 しては弱毒

化していると言われるINH耐 性菌も人体に対 しては必

ず しもそ うとは言われないようであ り(村 田21)),ま た

1971年 金22)の報告をみてもINH高 度完全耐性菌感染患

者が韓国において最近増加の傾向にあるということは,

人体に対して感染力ないし毒力はモルモットのそれと一

致しないと考えられ,韓 国の結核菌のマウス毒力が日本

のそれより強いとしても,そ れが患者の臨床経過および

治療効果と果たして結びつ くかどうか,疫 学上の問題を

含めて将来興味ある課題であると考える。

結 論

韓国において1968年 全国保健所を通 じ新しく発見し

た,過 去に治療歴のない結核患者か ら分離された人型結

核菌54株 のマウスに対する毒力を検討 して次の通 りの

結果を得た。

1.各 菌株0.1mgず つ を15匹 宛 マウス尾静脈に接

種して8週 目までの死亡率をみたが,平 均52.9%で あ

り,そ のうち8株(20.6%)は15匹 全 部を死 亡せ し

め,6株(15.6%)は1匹 も死亡させず,残 りはその中

間に位置していて,本 実験菌株の毒力の強弱のバラツキ

がみられた。 しかしながら全体 としてみると,日 本で分

離 される菌株に比べて,明 らかにより強毒であつた。

2.マ ウス肺臓の肉眼的病変の程度を青木らの肺病変

度を基準として 算出してみれば,2.1～7で 平均は4.7

であ り死亡率との相関が認められた。.

3.マ ウス肺臓対体重の比は100～314で,こ れはマ

ウス死亡率および病変度とも相関関係が認められた。

4.被 検菌株の接種生菌単位は最小8×105,最 大55

×105で あつたが,そ の間8～44×105の 約5.5倍 の生

菌単位の差ではマウス死亡率および病変度に大きい影響

を及ぼさなかつた。それ以上の生菌単位が接種されると

結果に多少の影響を及ぼ してくることが分かつた。

5.INH耐 性菌株15株 の うち5mcg/ml耐 性 の4株

はすべて感受性菌株に比べてその毒力が弱くなつていた。

15株 中11株 はCatalase活 性度陰性であつた。

終 りにご校閲いただいた上坂一郎教授に厚 くお礼申し

あげます。本実験は韓国結核研究院(K.1.T.)に おいて

行なわれたものであり,同 院金成鎮細菌部長の実験遂行

上の労に深く感謝いたします。また政府の結核予防課長

丁洛珍博士,カ トリック医大邊海元教授,前 友石医大金

容録教授らのご協力によつて行なわれた もので あ りま

す。記 して謝意を表する次第であります。
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本論文の概要は第1回 亜細亜太 平 洋 胸 部 疾 患 学 会

(APCDC)に て報告した。
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