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結核菌の Generationtimeに就いて

第 3報 マウス体内における Generatiol1timeの測定

新明美仁

(北海道大学結核研究所細菌部主任・大原達教授)

(受付限和30年11月30日)

1.緒 言

結核菌の Generationtimeを測定するには色々な方

法が考えられるが，すでにわれわれは第 l報l)及び第2

報.)において夫々 micro-Kjeldahlによる菌体窒素の定量

Srnall inoculum technique CYournans)，培養菌液の

Turbidity測定等の方法によってこれを求め，相互の成績

について比較検討を行った。これ雪は何れも invitro に

おける Generationtirneを測定したものであるが，これ

とならんで invivo における測定もまた，実際上色々な

場合!ζ必要となって来る O 後者lと関してはこれまで良法を

見なかったが，最近に到り Yournan宮 andYoumans5)は

接種菌量と Survivaltime との聞に 4定の関係がある乙

とを見出し，これより Generationtirneを算出し得るこ

とを示したコもとより生体内における菌の Generation

tirne測定という困難な問題は，如何なる方法を以てしで

もある程度の誤差は避けられないものである。 乙の点

Youmans等の方法とても例外ではあり得ないが，彼等に

よる Generationtimeの求め方は，単iζ動物生存日数の

観察のみから世代時聞を算出するという実験操作の極めて

単純な点lζ特色があるつ原想的に見るならば本法は丁度嚢

lこ述べた Smallinoculum technique Iζ比較し得べきも

ので，数群のマクスl乙夫々菌量を異にする結核菌を接種し

各群の平均生存日数から被検菌の Growthrate constant 

ならびに Generationtimeを求めるものである。 Srnall

inoculum technique においてわれわれは種々なる量の結

核薗を液体培地に植え，菌の発育が肉眼的lこ初めて認めら

れるまでの円数を観察したが， ζの日数は本法におけるマ

ワスの平均生存I::l数lζ相当する。即ちマワスの静脈内l乙結

核菌を感染せしめた場合，もし菌のマワス体内における増

殖速度が接種菌量の多少に拘らず同一ならば，マワスの平

均生存日数即ち結核菌がマウス体内において一定の popu-

lation を示打こ至るまでの日，数と接種菌量との聞に一定

の関係が成立する筈である O 実際において縦軸i乙平均生存

日数，横軸lζ接種菌量の対数を取って実験成績を plotす

るならばつの|直線が得られる。この直線の傾きは結核

菌のマクス体内における Growthrateを示すもので，こ

れより前報と同様に Generationtimeを求め得る。この

方法は，結核菌が生体内において一定数に達した時l乙r度
宿主動物の姥死が起る乙とを前提としているので，実験に

は出米得る限り純系動物を用いることが望ましく，而も個

体差を考慮lと入れて可なり多数の動物を用うる必要があ

る。乙の意味から実験動物としてはマウスを用いるのが適

当と考えられ， Yournans等もこれを用いて実験して居

るO この場合，マウスの Strainによって結核菌lこ対する

感受性は著しく違うから，得たる Generationtirneの値

も用いられたマウスの Strain毎に異るものであることは

いう迄もない。逆にいえば異った系統のマウスについて同

一菌株のGenerationtirneを測定した場合，求められた

Generation timeの値の大小は直ちに動物の感受性の差

を示すものであり，本法はこのような感受性の比較にも用

1，'得る O

以下マワス体内における結核菌世代時間測定法の実際

につき詳細に報告し度いと思うが，乙こに述べる方法は定

量培養等の如き労多くして実験誤差の多い方法を用いない

為実験操作自体の単純さ(マウスの死亡回数を記録するだ

けである)にも拘らず，比較的正確な Generationtime 

を与えるものといって良かろう O 従って動物の免疫度，

Chemotherapeuticaの効果等を調べるような実験にお

いては広く応用し得べき方法と考える O

2_ 実験材料及び実験方法

1) 使用動物: 体重 18g乃至 22gのdd株純系マ

ワス 60頭を用意し，これを 10頭宛第 i群から第6群まで

の6つの群lζ分けた。

2) 使用菌株: 人型菌仲野株を用いた。研究室保存

の同菌株は毒力が若干落ちているものと思われたので，実

験を開始するに先立ち予めスイス系マウスを3代 passage
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して毒カを恢復せしめ，最後のマクスより分離した菌を小

川培地に培養，その 4週日のものを実験lこ供した。

3) 菌の接種・小JlI培地に生じた菌集落を直接白金耳

lこて掻き取り，適当量秤量後，裂の如く水品玉入りつルベ

ンl乙移して手振り法によって磨砕し，これに生理的食塩水

を加えてそれぞれ percc 7. 5mg ， 12. 5mg 20mg， 30 

mg， 40mg， 50mgとなるような菌液を作る。かかる 6種

の菌稀釈液を上記の如く各群それぞれ 10頭宛第 1群より

第6群までのマクスlζ注射した。接種部位は尾静脈，接種

量は l頭につき 0.2ccである。乙れによって第 l詳のマワ

スは l頭につき結核菌1.ラmg，第2群は 2.5mg，第3群

は4.0mg，第4群は6.0mg，第ラ群は 8.0mg，第6群は

1O.0mgづつの接種をそれぞれ受けたことになる O

4) 平均生存日数 CMedi加 Survivaltime)の計算

法:上記の如く菌接種を受けたマクスを群毎にそれぞれ異

る箱に入れて飼育し，各々の群について所属する各個のマ

クスの生存日数を観察すれば， ζれより所定の方法で平均

生存日数が計算し得られる。この実験においてわれわれは

かかる平均生存日数計算のため， Youm拍宮等功の例lζな

らってLitC'hfield竹の方法を採用した (一般に time

percent effect curveから medianeffective tim，eを

求めるに当つては Blissの graphicsolutionあるいは

Fischerその他の LD却を求める方法なども応用される

が，乙れ等は何れも正確ではあるにしても対数， Probit 

等を用い，かつ計算が複雑で甚だしい時間と労力とを必要

とする。これに反しここに述べる Litchfieldの方法は

logarithmic probability paper と3つの Nomograph

のみから計算を行うもので， dataは終始その originalな

form のままで使用が許され対数や Probitを用いる必

要がない。従って計算が簡単迅速であり民而も Litchfield

lζよれば如応何なる log-normalcurveの cumulative

form iこも用出来るという)。

Litchfield による median survival timeの求め方

は以下の如きものであるが，この項lζおいてはその概略を

述べるに止め，詳細は実験成績の項において実際の data

kよって記述したいと思う。

C i )本計算に使用する用紙として上述の如く Loga・

ri thmic probability paper (対数正規確率紙)及び図に

示す如き 3つの Nomographを用意する。

(ii) 観察された動物の死亡円数に対応して，その時ま

での累積死亡百分率をi直接 logarithmicprobability pa-

per上に作図する。

(iii) 次に累積死亡百分率 10%と90%の問において，

かくして得られた点を結ぶl直線を引く。

Civ) ζの直線上lζ縦軸における 16，50及び 84pe-

rcentの点を投影し，これに対応する横軸の読みを取る O

この場合の横軸の読みをそれぞれ ETJ6， E T5fJ， E TH4 

とすれば，求むる medianeffective time はET却であ

るo
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( v ) Slope function (standard deviation) S は

次の如くして計算する。

s=雪恒里T5o+ET.叩/ETlIl_
2 

(vi) 実験lこ用いた動物の全部()00%)が反応に当

った場合(観察期間内に全部が発死した場合)は.s及び
testした全個体数:Nを用いて NomographNo. )から

fET50 (factor for the ETso)が導かれる。またS及びNl

を用いて NomographNo. )からおが導かれる O 但し

N1ニ 2N-)

NO.3 

/ 

0.1 
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Litchfieldの graphicSolution 
による mediansurvival time 

の求め方

第 2図

(vii) 若し全部の動物が反応に与らなかった場合(発

死数が 100%よりも少いとき)N及び反応に当った動物の

percentageを用いて NomographNo. 2より N2が導

かれ同じく NomographNo. 3より N，が導かれる O 而

して N とSを用いて NomographNo. 1より fET50 

が，また N"と Sを用いて fsがそれぞれ導かれる。

(viii) 19/20 probability に対する

信頼限界は次の如くして計算される。

parameterの

実験成績

上記の如く群毎にそれぞれ異る菌量の毒力菌仲野株を

接種した6群のマワスについて，各群別iこ所属マワスの死

亡日を記録して行くと，第 l図i乙示すような死亡分布図が

得られる O 図において縦軸は動物の群別，横軸は日数を表

わしつの黒点はマウス l頭の死亡を意味する。尚実験

3. 
Parameter x f upper Iimit. 

Parameter / f lower Iimit. 

以上は方法の概略であるが，抽象的で理解困難な点も

あると思われるので，前述した如く実験成績の項において

われわれの実験例につき，補足的な説明を加えて行きたい

と思う。
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の都合上，観察は 130Rを以て打切った。

Median survival timeを求めるには，動物が菌接種

を受けてから発死するに至るまでの期間を観察し，各群毎

i乙各々の死亡日lζ累積死亡百分率を対応せしめた点を結ん

でi直線を引き，これをグラフ的iこ解けば良い。

今 l例として菌量 8mgを接種した第5群lζ っき

median survival timeを求めて見ると第2図に示す如き

i直線が得られる。 ~pち第 5群lこ属する 10頭のマワスは第 l

図l乙見る如く，結核薗接種後夫々34，3ラ， 41， 46，引， 54， 

68， 70， 75， 77日目に姥死しているので，これ等の観察日

数における?クスの累積死亡百分率を求め，この両者を対

応せしめて第2図の如き logarithmicprobability paper 

上lζ声援作図する O 即ち何日目にその群の全体の頭数に対

して何パーセントの 7 クスが死亡したかを|直接この paper

上に plotし，次でその 10%と90%の問のそれぞれの点

を結んで白線を引く。この図より medianeffective time 

及びその信頼限界の上限と下限ならびに standarddevia-

tionを求めるには次の如くする。即ち先ず図の直線がそ

れぞれ縦軸の 16，ラ0及び84%の線と交叉する点の日数

をi直接この図より求める (ETltl，ET5'1，及び ETω。第2

図においてその値はそれぞれ35日， 50日，及び74日である。

従ってこの場合，第5群のマクスにおける求むる

median survival timeは丁度予O日ということになる O

かくの如く，この方法によれば dataを原形のままで対数

や Probit与を用いることなく直接 logarithmicproba司

bi1ity paper上に作図し，図によって medianeffective 

timeを簡単に求める ζとが出来る。

Standard deviation (S)は前記の如く

S =_ETs4/肌ソT~o/ETlilζょっばめられるの

であるから，この式にE'I・'34=74，ET回二日0，ET!o=35を

代入すれば Sニ 1.45となる。

尚この第5群の例では観察日数内lζ10頭全部が死亡

して居る。換言すれば 100%が反応に当ったのであるから

Nomogcaph No. 1を用いて fET胡=1.26，fs=1.18と

なり，更に実験方法の工員で述べた如くして 19/20proba-

bi1ity K対する parameterの confidencelimitを求め

ると，この場合には ET50=50(39-63)， S=1.45 (1.23 

-1.71)という値が夫々得られる O 尚使用マウスの全部が

反応、に当らなかった場合， :Nomograph No. 2及びNo.3

を用いて計算するととは前に述べた通りである。

第 l表は以上の如くして各群毎iC計算した第 l群から

第6群までの mediansurvival timeを纏めたものであ

る。表i乙見るま日く，接種菌量1.ラmgの第 1群のマクスは

median survival timeが 110日， 2.ラmgを接種した第

第 1表 感染 7 ワスの各群別平均生存期間

群 1接種閣量 l使 用( 平均生存期間別 (mg) マワス数

第 l群 1.5 10 110 (65-185)発

第 2群 2.5 10 90 (58-139) 

第 3群 4.0 10 80 (54-118) 

第 4群 6.0 10 60 (48ー 74)

第 5群 8.0 10 50 (39-63) 

第 6群 10.0 9 36 (29-44) 

後括弧内は95%信頼限界を示す

2群は 90日，以下第3群80日，第4群60日，第F群50

8，第6群36日となって居り(括弧内は 95%信頼限界を

示す〕接種菌量の大小と median survival timeの大小

とは逆の関係にあることが分る (median survival time 

の計算に当って第6群のみは，うち l頭が早期に事故死し

た為これを除外し，使用頭数を9頭として計算を行った)

このような接種菌量と平均生存日数の関係は，第 l表

の'dataを図示しーて見るとなお一層明らかになる。即ち縦

軸l乙日数を取り横軸iこ接種した結核菌室の対数を取って第

I表の成績をグラフに移して見ると，各群の平均生存日数

は大体一直線上にならぶ。換言すれば，接種菌量の対数と

median survival timeの間にはI直線関係が成立つ。 第3

図はこれを示したものである。図においてすでに第 l報及

び第2報において述べたと同様に最小自乗法によって

lolZ 2 
Growth rate constant (K)を求め，更に G=-k-
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第 3図 結核菌感染量と平均生存期間の関係

により Generationtime (G)を求めれば

Kニ 1/86.男 =0.011男 G=26.1



{]Jつ.て求むるf中野株の dd系マウス体内における

Generation time は 26.1日である。

4. 総括ならびに考按

以上述べた如き方法によっご著者はマウス体内におけ

る人型菌f中野株の Generationtimeを測定した。これに

よって得た値は上述の如く 26.1日で，すでにわれわれが

報告した invitro における測定値に較べるとその伎は著

しく大きい O 勿論 Generationtimeは測定方法如何によ

って多少とも異る値を取るべきものであり，同じ BCG

の試験管内世代時間でも，われわれの行った実験において

は Smallinoculum tehnique における 15.6乃至 21.7

時間から micro.Kjeldahl法Kよる 2.84乃至4.04日に

至るまで，大小包々のf直が得られて居る。本報における測

定値がこれらに較べ格段の差を示したのは strainの相

違(仲野株と BCG)によるというよりは，根本的にいって

in vitroと invivoという全く違った場における測定の

結果と見るのが妥当であろう。但し原理的lこ見れば緒言の

項lζ も述べた如く， 本報の求め方は Small inoculum 

technique におけるそれと何等異った所はなo'o両法とも

結核菌を動物あるいは適当な培地lζ接種し，これが増殖し

て一定の数に達するまでの時間からこの菌の Generation

timeを算出したものである O 然し動物体内における菌の

増殖過程を考えて見るに， 方において菌が増殖して行く

反面，少くとも一部の菌は絶えず死滅して行くものと想像

される。従って菌が全体として2倍l乙達する迄には人工培

地上における場合よりもより長い時間を安するであろうこ

とは想像に難くなo'o勿論人工培地の場合といえども菌の

総てが分裂し得るものでない事は否定出来ないが，動物の

有する naturalresist油田を考えれば培地における菌の

死滅は動物体内におけるそれに比し無視し得べきものとい

って差支えなかろう。而して動物体内において，侵入菌の

幾何が死滅し幾何が増殖して行くかを，個々の場合につい

て適確に知る方法は無いようである。かく考えれば， in 

vitro における菌の世代時間を測定することは可能であっ

ても，動物体内における真の Generationtimeを求める

ζとは不可能といわねばならない己即ち invitro におけ

る測定は大体において 1個の菌が2個になるまでの時間を

示すものと見倣し得るが invivo における測定値には動

物の natllralresistanceが可なりの影響を与えているも

のと見るべきである O 従って l個の薗が2個になるという

真の意味の世代時間は， in vivoの場合，測定値よりも遥

かに少いものと考えなければならない。

一般に動物体内における菌の増殖状態乃至は Genera-

tion timeを知らんとする場合，常識的に一応頭に浮ぶの
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は viablecountの方法であろう。即ち一定の生菌数(予

め何等かの方法で測って置く)を動物体内lζ注射し，適当

の日数を経た後これを殺して定量培養lとより動物体内の全

菌数を測る方法である。その観察値から最初の接種菌が何

日後に何倍lζなったかを知ることが出来，これより最初の

菌が倍の量になる迄の時聞を推定することが出来る。然し

ながらこの方法には2つの大きな弱点がある。その Iつは

上に述べた如く，生体内で死滅した菌の割合を知り得ない

ととである J Generation timeの測定において個々の菌

が分裂する時間引度接観察し得ない以上， total massが

2fきになる時閣を測る以外K方法はないが，これには体内

にある総ての菌が分裂能力を持っていることを前提とす

る。同時にまた，分裂した菌を生死lζ拘らず測定し得るも

のであるととを必要とする O 乙の点 viablecountでは生

菌数しか測定し得なし 3から甚だ不完全といわなければなら

なp。第21ζviablecount においては個の colony

が I個の菌より作られるものであることを前提として局

る。然し結核菌の如き homogeneOUSになり難い菌を取

り扱う場合において，厳密にいえば乙の前提が成り立つと

いう保証はない。ある colonyは2個の菌から生じたもの

であり，ある時には 10個の菌が塊って I個の colongし

か作らないという場合もあり得ょう J 従って viable

count においては生体内の全生菌数を数えたといっても，

実際にはその何分のーかを数えているに過ぎない。このこ

とが Generationtimeの測定に当り如何なる誤差を与え

るかは多言を要しないであろう。

続って本報における方法を検討して見るに， ζの種の

実験lζ避けられない上述の2つの難点を，完全とはいえぬ

までもとに角避け得ている点， viable count 法より優れ

ているということが出来る。本法においては実際の菌数を

数える代りに一定量の菌によって動物が発死するまでの期

間を求めて居る。このような観察においては一部の菌の生

死は前法程成績に影響を及ぼさない。仮りにこれが影響を

及ぼすものとしても viablecountの如く直接的なもので

はなく間接的な影響である。結核菌はその生死に拘らず動

物l乙対し毒性を有するものであり，死菌といえども動物の

死亡に対しては一様に一定の影響を持つ。との際の個体差

はある程度以上の動物数を用いるととによって平均化され

而も純系動物を用いることによってこれを最小限になし得

る。更に定量培養を必要としないととは上述の如き誤差の

介入を許さないばかりか，労力上から見ても甚だ経済的な

方法といい得ょう。但しとの方法の欠点は可なり多くの動

物数を必要とすることである o

最近の結核研究においては，実体動物としてマワスの

用いられる頻度が次第に増加しつつある。殊IC本論文の如
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き種類の研究においては，経済的な理由からもマワスの使

用が最も望まし(，>0結核菌感染ルートとして静脈を用うる

限り，マワスは海援と同僚に用いて差支えないが，唯結核

に対する感受性はマクスの strainによって可なりの差が

ある事を銘記して置く必要がある c試みに Youmansand 

Youmans3)の実験成績を記述して見ると第2表の如くで

ある。 乙の表から Youmanヨ等が計算した Generation

timeは 4.6日， Growth rate constant K =0.067 で

われわれの得た値より遥かに小さい。彼等の測定した菌株

は H37Rvで本報の仲野株とは strainも異り，また菌

自体の生物学的状態も当然違っていると考えられるにして

も，彼我の測定値の開きは菌株の相違と考えるには余りに

も大き過ぎる O 寧ろ彼等の用いたマクスの strainが“st-

rong A"なるi高感受性のものであったことに原因を求め

るのがζの場合妥当であろう。

第 2表 Youmansにおけるマクスの平均

死亡日数

INFECT.'ING 
NUMBER MEDIAN SURVIVAL DOSE OF TIME (9ラPERCENT TUBERCLE 
OF MICE CONFIDENCE BACILLI IN LIMITS) MG. 

O.ラ 40 17.0 (16.4--22.6) 

1.0 467 14.0 (13.8ー 14.2)

2.0 60 9.8 ( 9.3--10.2) 

3.0 40 5.2 ( 4.6--5.7) 

4.0 80 3.5 ( 3.1--3.8) 

6.0 40 1. 7 ( 1.4--2.0) 

8.0 20 0.26 (0.14--0.49) 

10.0 20 0.0 

12.0 20 0.0 

ーわ.れわれが使用した仲野株は前述の如くスイス系のマ

クスを3代 passageして毒力を高めたものであるが， そ

の毒力は大体3-4mgの静脈内接種により同系のマクス

を20日前後で確実に発すものであった。 スイス系に対す

るかかる毒力はわれわれの得た同系が純粋なものでなかっ

た為 systematicIC測定したものでないことを遺憾とする

が，本実験における dd系の成績と比較して (dd系は 4

mg IC対する平均生存日数80日)その感受性はむしろ後

者を凌駕するものと考えて差支えあるまい。一方文献を尋

ねて見ると Bloch加においては dba系の“veryhigh"， 

C57 black系の“high"に対し swissalbino及び CFt

系は “low"と記載されて居り，染谷等めによれば dba

系に較べdd系は死し難い傾向があるといわれて居る o

Youmans等の strongAがどの程度のものであるか直接

の比較がないので不明で=あるが，少くとも以上から dd系

マウスが結核に対し余り感受性を示さないことは明らかで

あろう Q 然し dd系において結核菌の Generationtime 

が長いのは， (i)同系のマワスの体内において l個 I個の

菌の成長が実際IC遅いのか(ii)あるいは菌が増殖して行

く半面死滅するものが多く，全体として菌が2倍に達する

のに長期間を要するのか(iii)それとも更に何等か他の

factor によるものであるのか，この実験からは未だ審らか

でない。

尚第2表の Youmans等ーによる dataを見てわれわ

れが少しく不審に思うのは，第 7，8， 9群における動物

の死亡時聞が余りにも早いことである。勿論この点Ir.関し

ては Youmans等もその論文中で言及し，これと同量の

死菌を静脈内l乙接種しても 7 ワスの発死が見られなかった

ことからこれを vascularphenomena によるものではな

いとしているが，真の死因が何であるかについては更に追

求して見る必要があるように思われる。

なおまた，核結菌がマワス体内において増殖を開始す

るに先立ち lagperiodの存在する可能性も考えなければ

ならない。但し lagphaseの存在は第3図lこ示した直線

の傾斜(即ち Growthrate)に影響を与えるものではな

く単にこの直線が横軸を切る点、を延長せしむるだけであ

る。この interceptは理論的にいうと immediatedeath 

を惹超せしむべき菌量を示すものであるが， Youmansの

data においてこの理論値が丁度実験値に一致しているこ

とは甚だ興味深い O

5.結論

dd系7 ヴスを 10頭宛6群lと分ち，群毎にそれぞれ異

った菌量の結核菌を接種して各群マワスの平均生存日数を

求め，これより菌のマワス体内における Generationtime 

を計算した。かくして得た人型菌{中野株の dd系マクス体

内における Generationtime は 26.1日である。この成

績から見ると，同系のマクスは結核Ir.対し余りI奇い感受性

を持たないように思われる。尚群別の平均生存日数を算出

するに当って Litchfieldの方法を用いたが，この方法は

簡便にして正確であり， time percent effect curveの迅

速なグラフ的解法として広く応用し得べきものと考える。

稿を終るに当り，終始御指導，御校閲を頂いた大原教

授に深い感謝を拝げる。
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