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Recently the authors had reported that the Ly-W5—SMr strain was isolated from SM 

resistant strain (W5-SM9of Mycobacterium tuberculosis, as lysogenic strain by phage PH. 

This strain was not SMr only also other antitubercle agents.

In this study, Ly-W5-SMr strain was examined in biological properties used with a kit 

of the identification for Mycobacterium and virulence in mice and guinea pigs. The results 

as following:

1) The biological characters of W5 and W5-SMr were shown identical with the cha

racters of Mycobacterium tuberculosis H37Rv, but the negative of urease activity and nitrate 

reducting, furthermore the poor activity of niacin production were recognized on the Ly

-W5-SMr strain.

2) The virulence of the Ly-W5-SMr strain for mice was compared similarly with 

those with other strain; W5, W5-SMr and H37Rv. But the virulence of Ly-W5-SMr strain 

for guinea pigs was lower than those with other strains.

3) These results were suggested that the Ly-W5-SMr strain showed to similar chara

cters of atypical mycobacterium, but the identical properties as it was not yet confirmed.
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緒 口

結核 患者 よ り分 離された ヒ ト型結核菌(W5株)1)を

使用 し,試 験管 内増量法 によ って高度SM耐 性株(W5-

SMr株)を 誘導 した。上 記のW5株 およびW5-SMr

株 は ともに ヒ ト型結 核菌 ファー ジ(フ ァー ジPH)に 感

受 性であ った。 このW5-SMr株 を使用 して ファー ジP

Hに 対する感受 性を調べてい る間に溶菌斑の中に集落の
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発生をみ,こ れについて調べ たところ,得 られた菌株 は

フ ァー ジPH溶 原株(Ly-W5-SMr株)で あった2)。

Ly-W5-SMr株 はフ ァー ジPHに 対 して不感受性 であ

ると同時 にス トレプ トマイ シン(SM)に の み耐性 であ

るW5-SMr株 とは異 な り多剤 耐性 であ り,以上 の結 果

については既 に報告 した2)。

今回 はLy-W5-SMr株 の生 物 学 的 性状 および マ ウ

ス,モ ルモ ッ トに対 する病原 性について 実験 したので報

告す る。

実験材料および実験方法

使用菌株:Ly-W5-SMr株,対 照 菌 株 と して,

W5株(原 株),W5-SMr株(親 株)お よびH37Rv

株(教 室保存株)を 用 いた。 いず れの菌株 も1%小 川培

地 で37℃,2週 間培養 した菌を使用 した。

実験方法:1)生 物学的性状,市 販の抗酸菌同定キ

ッ ト3)4)(小林 製薬KK)を 使用 して,発 育速度.集 落の

光 発色性,PAS分 解能,ピ ク リン酸加培地 上の発育性,

Tween80水 解能,ア リルスル フ ァターゼ活性,ウ レア

ーゼ活性 ,硝 酸塩還元能を調べ,更 にナ イアシン産生能

を も調べた。2)マ ウス,モ ルモ ッ トに対する病原性,

各 使用菌株を1%小 川培地 に2週 間培養 し,集 菌,手 振

り法に より菌塊を磨細 し,1mg/ml濃 度の菌浮遊液を

作 り接 種菌液 とした。使用マ ウスは 自家繁殖 によ るIB

マ ウス(ICR×C57BL/6交 配マ ウス)を 使用 し5),接

種 菌液0.1mlを 尾静脈内接種 した。接種後4週 後に屠

殺 し,肺,肝,脾,腎,リ ンパ節について肉眼的に病変の

有無を調べ,肺,脾 について は臓器の一部を ホモ ジナイザ

ーで磨細 したの ち定量的 に還元培養 し,臓 器100mg当

りの生菌数を調べ た。更 に各臓器 はホルマ リン固定 の後,

病理組織標本 を作製 し,ヘ マ トキ シリンーエオ ジン染色

およびチール ネルセ ン染色によ り結核性病変の有無,抗

酸 菌の有無を調べた。

モルモ ッ トに対す る病原性については ツベル ク リン反

応陰性であ り,体 重420～450gの 雄 モルモ ットを使用

し,接 種菌液0.1mlを 皮下接種 し,接 種後8週 間後 に

屠殺 した。各 モル モ ッ トの肺,肝,脾,腎,リ ンパ節,

接種部位 について 肉眼的 に観察 し.各 臓器の一部 を細切

し,1白 金耳 を小川培地 に還元培養 した。 また,マ ウス

の場合 と同様に病理組織標本を作製 し,結 核性病変の有

無 お よび抗酸菌の有無を調べた。

結 果

1)　生物学的性状:Ly-W5-SMr株 お よ び 対 照 菌

株W5株,W5-SMr株 およびH37Rv株 の生物学的性

状 は表1に 示す ごと くで ある。

Table 1. Properties of Ly-W5-SMr, W5, W5-SMr, and H37Rv Strains

W5株 お よびW5-SMr株 の生物学的性状 はH37Rv

株 の生物学的性状 に一致す る ヒト型結核菌の性状で あっ

た。 これ に対 し,Ly-W5-SMr株 は発育速度が他の3

株 に比較 しやや速 い傾 向が あ り,集 落の形態,光 発色性,

PAS分 解性,ピ ク リン酸 加 培地上の 発育,ア リルスル

フ ァターゼ活性,Tween80水 解能 の各 性 状 は上記対 照

株の成績 に一致す る ものの,ウ レアーゼ活性,硝 酸塩還

元能が と もに陰性 であ り,ヒ ト型結核 菌の 性状 とは一致

しな か った 。 更 に ナ ィ ア シ ンテ ス トで もLy-W5-SMr

株 は 対 照 の3株 に 比 較 して 明 らか に ナ イア シ ン産 生 が低

か った 。

2)　マ ウスに対す る病原性:菌 接 種 後4週 に お け る

被 検マ ウスの生存数 は表3に 示す ごと く,原 株のW5株

では この間 に4匹(2週 目1匹,3週 か ら4週 目3匹)

が死亡 し5匹 のみ生存 した。Ly-W5-SMr株,W5-

SMr株 およびH37Rv株 接 種 群 で は被検 マ ウス全例 が
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生存 したので無作 為に各接種群5匹 ずつ とW5株 の生存

マ ウス5匹 を屠殺 し実験に用いた。

肉眼的所見:対 照 菌 株W5株 では菌接種後4週 後の

肺 に結核結節様の白点が認め られ,脾,リ ンパ節の腫脹

も認め られた。 しか し,肝 お よび腎には変化はみ られな

か った。

一 方 ,Ly-W5-SMr株,W5-SMr株 お よびH37Rv

株 は い ず れ も肺 に ご く軽 度 の 病 変 が あ り,3株 の 間 で 差

は認 め られ な か った。 ま た,肝,脾,腎,リ ンパ 節 に は

病 変 を 認 め な か った。

病理 組織学 的所見:感 染 後4週 目 に屠 殺 したマ ウス

の肺,肝,脾,腎 および一部のマ ウスについては リンパ

節 をヘマ トキ シ リンエオ ジン染色によ り結核 性病変 の有

無 を調べ,同 時にチール ネルセ ン染 色によ る抗酸菌の有

無 を も調べた。そのうち,肺 および脾におけ る結 核性病変

の有 無 と組織 中の抗酸菌の有無を表2に 示 した。W5株

Table 2. Histopathological Lesions in the Lung and Spleen of

 Mice at 4 Weeks after Inoculated with M. tuberculosis

(Ly-W5-SMr, W5, W5 SMr and H37Rv Strain)

では肺お よび脾 には リンパ球,類 上皮細胞,線 維細胞等

を認め る結核性病変が認め られ,特 に肺では顕著であ っ

た。 また,5匹 中2匹 のみであ るが リンパ節を調べた と

ころ,結 核性病変が認め られた。更に組織中 に抗酸菌が

肺 では1視 野10ケ 以下に,脾 では ごく少数が認められた。

W5株 の成績 に対 して,Ly-W5-SMr株,W5-SMr株

およびH37Rv株 においては肺 にはいずれ も結核性病変

を認めたが,そ の病変の程度はW5株 の場合に比較 して

はるか に軽度 であ った。 また,組 織 中にはご く少数 の抗

酸菌 を認めた。Ly-W5-SMr株,W5-SMr株 お よ び
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H37Rv株 の 間で は病変の程度,組 織 中の抗酸 菌数 に差

が なか った。脾 について はLy-W5-SMr株 接 種群 の1

匹 に病変を認めた以外 に病変 は認 め られず,リ ンパ節 に

ついてW5-SMr株2匹,Ly-W5-SMr株1匹 のみ調

べ たが病変 は認 め られなか った。

肝臓お よび腎臓 について はいずれの菌株 を接種 したマ

ウス において も病変 は認 め られ なか った。

還元培養成績:肺,脾 および所属 リンパ節か らの還元

培養 によ り抗酸菌の検 出を行 なった。 その結果 を表3に

示 した。即 ち,各 臓器組織乳剤 を10倍 稀 釈 し,3濃 度

Table 3. Recovery of Acid-fast Bacilii on Cultures from the Organs of Mice 

at 4 Weeks after Inoculation with Mycobacterium tuberculosis

Table 4. Macroscopic Lesions in the Organs of Guinea Pigs Inoculated with M. tuberculosis

(10-3,10-4,10-5)稀 釈 液 に つ い て,そ れ ぞ れ3本

ず つ の 小 川 斜 面 培 地 に0.1mlず つ 接 種 し,各 組 織 ご と

に0.1g当 りの 集 落 を 算 出 し,更 に5匹 の 成 績 を も って

平 均 した 数 を 生 菌 単 位 数 と して 比 較 を した 。Ly-W5-

SMr株 接 種 マ ウ スで は0.1g当 りの 生 菌 単 位 数 は肺,

1.0×105,脾3.5×104で あ った 。 更 に リ ンパ 節 は定

量 白金 耳 で 培養 し,定 量 して い な いが 十(斜 面1/3以 下)

の集 落を得 た。 この値 は,W5-SMr株 およびH37Rv

株 の成 績(表3)に 比較 して有 意の差は認め られなか っ

た。 以上の結果か らLy-W5-SMr株 はW5株 より弱毒

化 を示 したが,W5-SMr株 およびH37Rv株 と比較 し

た場合,ほ ぼ同程度の病原性であ りマウスにお ける ビル

レンスに大差は認め られなか った。

3)　モル モ ッ トに対す る病原性:使 用菌株 について1
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群3頭 ずつのモルモ ッ トに皮下接 種 し,菌 接 種後8週 目

に屠殺 した。 この 間における被検 モルモ ッ トの生存 日数

は,H37Rv株 を接種 した群 では接種 後1.5週 目に1頭,

3週 目に1頭 が死 亡 し,8週 後には1頭 のみが生存 した。

また,W5-SMr株 では6週 目に1頭 が死 亡 した。Ly-

W5-SMr株 およびW5株 を接種 した群では全例が8週

間生存 した。

肉眼的所見: Ly-W5-SMr株 接種モルモ ッ トの感染

8週 後における肉眼的所見 は表4に 示 す ごとく,W5株

お よびW5-SMr株 を接種 した モル モ ッ トで は肺,肝,

脾,リ ンパ節 に結核結節様 白点,腫 脹等の著明 な結核性

病変を示 したの に比較 してLy-W5-SMr株 を接種 した

モルモ ッ トで は3頭 中1頭(No.2)の 肺 に病変 を認 め,

また脾 には3頭 中2頭(No.1.2)に 腫脹が みられたが,

いず れ も軽度 であ った。 また,脾 体重比はW5株 接種群

の平均値 が2.08,W5-SMr株 接 種 群 では1.18で ある

の に比 較 してLy-W5-SMr株 接 種 群 の平 均値 は0.14

で あ り,明 らかに低値 であ った。H37Rv株 接種群では

菌接種8週 後に生 残 したモルモ ッ トでは0.6で あ って低

値 であ った。

病理 組織学 的所 見: Ly-W5-SMr株,W5株,W5-

SMr株 およびH37Rv株 の 各 菌 接 種 モルモ ッ トの肺,

肝,脾,腎,リ ンパ節,皮 下接種部 位におけ る病理組織

学 的な病変の有無 を表5に 示 し,各 菌株 接種 モルモ ッ ト

Table 5. Histopathological Lesions in the Organs of Guinea Pigs Inoculated with M ycobarerium

 tuberculosis

の 肺における病理 絹織学 的な所 鼻を図1に 示 した。

W5株 お よびW5-SMr株 接種群では肺,肝,脾 には

類 上皮細胞,リ ンパ球,線 維細胞を主 とし,少 数の 巨細

胞 を認め る結核性病変を示 し,抗 酸菌染色において病巣

内に少数の抗酸菌が認め られた。 これに対 し,Ly-W5

-SMr株 を接種 した ものでは肺は肺胞間隙の拡大がみ ら

れ,時 に類上皮細胞,リ ンパ球を主 とす る微小結節を認

める もの もあ った。 また,肝,脾 について も同様に結核

性病変 を認め るものの,そ の数,程 度 はW5株 お よ び

W5-SMr株 に比 較 して明 らかに軽度 の ものであ った。

また,抗 酸 菌染色 によ って抗酸菌は検 出 されなか った。

リンパ節,接 種部位では肉眼所見に一致 してLy-W5

-SMr株 を接種 した群を含めてすべての被検モルモ ッ ト

に広範囲な結核 性病変を認め,抗 酸菌染色 により1視 野

10ケ 以下の比較的少数の抗酸菌が検出 された。

還元培養成績:菌 接種後8週 目の モル モ ッ トの肺,肝,

脾,腎,リ ンパ節 および接種部位 を細切 し,各 臓器 を1

白金耳(約2mg)を 小川培地 に定性 的に還元培養 した

結果を表6に 示 した。表 に示す ごと く,リ ンパ節,接 種

部位か らは被 検モル モ ット全例か ら多数の菌が検出 され

たが,肺,肝,脾 について はLy-W5-SMr株 接種モル

モ ッ トで は他の3株 を接種 した場合 に比較 して著 しく菌
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Fig. 1 . Histopathological findings of the lung of guinea pigs inoculated with Ly—W5—SMr,

 W5, W5—SMr and H37Rv strains.

Table 6. Recovery of Acid Fast Bacilli from the Organs of Guinea Pigs Inoculated with

 M. tuberculosis

Each result were averaged culture of three egg medium slants and egg medium were cultured for 

8 weeks at 37•Ž.

-=negative ,+=colonies of less than 50 or growth of less than 20% of slant,œO

=growth of about 50% of slant,™¿=growth of about 100% of slant 

nd not done
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の検出が少な く,肺,肝 で は全例 に菌が検出 されなか っ

た。脾 において は3頭 中1頭(Na2)に 少数の菌が検出

された に止 まった。

即ち,W5株(原 株)が 最 も検 出菌数が多 く,次 いで

W5-SM「 株(親 株)で あ り,Ly-W5-SMr株 か らの

菌数が最 も少なか った。 したが って,親 株か ら誘導 され

たLy-W5-SM「 株 は著明 な弱毒化 を して いた。

腎 について はすべての モル モ ッ トにおいて 肉眼的およ

び病理組織学的 にも病変 を認 めず,還 元培養で も菌 は検

出 されなか った。

以上の結果か ら/Ly-W5-SMr株 は,他 の3株 に比較

して モルモ ッ トに対 する病原性が著 しく低下 している こ

とが証 明され た。

考 察

先 に報告 したごと くLy-W5-SM「 株はSM耐 性結 核

菌W5-SMr株 が ファー ジPHに よ り溶原 化する ことに

よ り得 られた株 である1)2)。 本菌は ファー ジPHに 非感

受性 である と同時に、親株(W5-SM「 株)がSMの みに

耐性 であるのに対 して,パ ス(PAS),カ ナマイシン(K

M),バ イオマイ シン(VM),エ タンブ トール(EB),

カプ レオマ イシン(CPM),リ ファンピシン(RFP)等,

の8剤 に対 して も耐性 を獲得 し,多 剤耐性 を示 した2)。

今回Ly-W5-SM「 株の生物学 的性 状を 調 べ た と ころ

表1に 示 したごと く原株のW5株 および親株 のW5-S

M「 株 は ヒ ト型結核 菌H37Rv株 と一 致 した性状であっ

たが,Ly-W5-SM「 株 は対 照菌株 と大部 分の性状で一

致 する ものの ウレアーゼ活性,硝 酸塩還元 能が陰性であ

り,ナ イア シン産生能 も弱 か った。更 にマ ウス,モ ルモ

ッ トに対 す る病原性 について 調べた ところ,Ly-W5-

SM「 株 をマウスに静 脈内接種 した場合,対 照菌株 と比較

す ると多少 の病原性 の低下 を示 す成績 であ ったが著 しい

病原性の低下 はみ られ なか った。本実験 において使用 し

た マウスは自家繁殖 したIBマ ウス(ICR×C57BL/6

交 配マウス)で あるが,こ の マ ウスは著者 らが人 癩菌の

マウス接種試験 において使用し,比較 的感受 性が 高い と考

え られる成績 を得たので使用 した4)。 しか し,ヒ ト型結

核 菌のマ ウスに対す る病原性 はモルモ ッ トのそれよ りは

低 い ことが知 られてお り,ま たマ ウスの結 核菌に対す る

感 受性はマ ウス系統間によ って も差があ るとい う報告6)

もあ り,使 用 したIBマ ウスが本実験に最適なマ ウス系

統 であ ったか否かは不明であ る。

更 にLy-W5-SMr株 のモルモ ッ トに対する病原性を

調べた結果,W5株,W5-SM「 株,H37Rv株 のいずれ

と比較 して も明 らかな病原 性の低下がみ られ,接 種部位,

リンパ節には結 核病変がみ られ るものの肺.肝,脾 には

結 核病変 がみ られないモルモ ッ トもあ った。対照 菌株で

あるH37Rv株 は教 室保存株 であ り,や や ビル レンスの

低下がみ られたが,W5株,W5-SMr株 がH37Rv株

と同程度 また はそれ以上の ビル レンスを示 した ことから,

Ly-W5-SMr株 はフ ァージ溶原化 と並行 して病原性の

低下を生 じたと考 え られ る。結核菌が性状変化す ること

に伴 い病原性が低下 することは,INH耐 性菌を は じめと

す る薬剤耐性 菌につ いての報告 が多 い7)8)。 しか し,溶

原化 した ヒ ト型結核菌 とその病原性 についての報告 は見

当 らない。

以上の結果か ら,原 株W5株,親 株W5-SM「 株 は生

物学 的性状 およびマ ウス,モ ルモ ッ トに対 する病原性が

H37Rv株 とほぼ一致 したの に対 し,Ly-W5-SMr株

はH37Rv株 に比較 して,生 物学 的性 状の一部が変 化 し

て お り,モ ルモ ッ トに対 す る病原性 も低 下 していた。 こ

の ことはLy-W5-SMr株 は溶原 化す ることと並行 して

多剤耐性 の獲得,生 物学 的性 状の変化,病 原 性の低 下 と

広 い範囲の形質の変 異が出現 したのではないか と考え ら

れる。 しか し,前 述 した ごとくLy-W5-SMr株 はW

5-SMr株 の ファー ジPH感 受性試験の最中に得 られた

菌株 であ り,本 菌株 にのみ このよ うな現象が出現 したの

ではないか との疑問 も生 じる。 この点については更に詳

しい検 討が必要であ ろう。

また,Ly-W5-SMr株 の上記の ような生物学的 性状

やモルモ ッ トには局所の結核病変 を生 じるに止 ま り,マ

ウスでは肺,脾 等か ら抗酸菌が検 出され る等 は非定型抗

酸 菌に近い性状 と考え られ たが,生 物学的性状で はこれ

に一致す る非定型抗酸菌9)は なか った。 フ ァー ジPHの

溶原 株であ るLy-W5-SMr株 が 溶 原 化 と並行 して 多

くの性状(形 質)を 一度 に変化 させて いることは ヒ ト型

結 核菌 と非定型抗酸菌 との関係 を知 る上で も同様 に更 に

調 べる必要があ ろう。

結 論

臨床分離株(W5株)を 試験管 内でSM耐 性 菌株 と し

たW5-SMr株 に対 して フ ァー ジPHに よ り溶原化 した

Ly-W5-SMr株 につ いて下記の結果 を得 た。

1)　生物学的性状で は ヒ ト型結核菌の性状 にW5株 お

よびW5-SMr株 は一致 したが,Ly-W5-SMr株 はウ

レアーゼ活性 および硝酸塩還元能が陰性化 して お り,更

に ナイアシ ン産生能 も弱か った。

2)　マウス,モ ル モ ッ トに対 する病原性 はW5株,W

5-SMr株 に比較 して マウスに対 する病原性 はほぼ同程

度 の成績 を示 したが,モ ル モ ッ トに対 して は明 らかな病

原 性の低下がみ られ,結 核性 の病変 および還元培養 の成

績では接種部位 と リンパ節 の局所 にのみ感染が止 ま って

み られた。

3)　前報の ごと くLy-W5-SMr株 が 多 剤 耐 性で あ

る ことに併せて今回の実験結果か ら非定型抗酸菌 に近 い

性 状を示 したが,従 来分類 されてい る非定型抗酸菌の性
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状 とは一致 しなか った。

本論文 の要 旨は第59回 日本結核病学会 総会 において発

表 した。
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