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結核感染臓器の組織培養による結核菌の毒力測定*

小野英夫・小野寺忠純・桑島 核・深江 肇

(国立療養所旭川病院〉

望月孝二

(国立北海道第二療養所〉

有島 純・山本健

(北海道大学結核研究所予防部主任高橋義夫教授)

〈昭和 34年 11月 30日受付)

緒言

結核i蛮の走力が菌株によって異なることはよく知られ

ているが，毒力の測定には従来結核感受性動物における

菌の侵襲性，増殖性あるいは滞留性の差をしらべる方法

がとられてし、る。動物としては，モルモット，ウサギ，

マウス，ハムスター等が多く用いられているが，この中

モルモットは結核に比較的感受性が高いところから最も

数多く使用されており，試験方法としては種々の経路か

ら菌接種後，各臓器内の菌の消長をしらぺるか，または

一定期間後に剖検して肉眼的ならびに病理組織学的検査

をおこなうのが普通である九なおまたそノレモットの脳

内接撞法2叫，あるいは皮内接種法日も試みられており，

前者では，未だこの動物の純系がえ難い吾国の現状で

も，接種後の生存日数からかなり正確に毒力を測定しう

る点で，また後者では，接種局所の病変の強弱で毒力を

よヒ較するという操作の簡便さの点で有利な方法と2替えら

れる。モルモットについでマウスは近年結核の実験に広

く用いられて来ているが，とくに結核に比較的鋭敏な純

系のものが生産され始めた結果，菌感染後の生存日数の

判定6)により，また体内での凶の増殖性7・10)乃至病変の

検索によって毒力測定が容易になされるようになった。

しかしいずれにせよ，これら動物接種による方法には

相当数の動物と成績の判定までに十数日から数ヶ月を要

するとし、う不便が伴う。そこでこのような難点を改良す

る意味で今迄多くの invitroの測定法が考案され，結核

*本論文要旨は第34回日本結核病学会(1959年〉及
び第 39回北海道医学会 (1959年)に分けて発表
しだ。

凶の超々の酵素の活性度を比較して測定しようとする方

法1川町中性紅16，17)あるいはナイル青i丸山のような色素

を用いる細胞化学的方法，あるいはまた菌集落上の出体

の配列状態を観察する形態学的方法20-25)が報告されて

いる。しかしこれらの方法は操作が簡単，かつ成績判定

が短時間でなされうるf止点があるにせよ，極めて大まか

な毒力鑑別しかなしえないことが多くの研究者により認

められている。なおわれわれが以下述べようとする組織

培養法に関しては，既に1際化鶏卵接種法26)があげられる

が，われわれの追試した限りでは，その鋭敏さを欠く点

で適当な方法とは考え難い。

今回われわれは結核菌感染モルモットの牌を組織培養

し，組織細胞との共存下で菌の増殖状態が毒力に極めて

密接に関係している事を認めたので，この方法が結核菌

の毒力測定法として利用しうるかどうかについて詳細に

検討してみた。

実験例

実験 1 組織培養における結核i.Llの増殖性と菌毒力と

の関係

結核関浮遊液をモノレモットの静脈内に接種し週間

前後に牌の細胞浮遊液を作り，組織培養をおこない，組

織細胞と共に菌が如何なる状態で増殖するかをしらぺ

fこ。

実験材料ならびに実験方法

使用した菌株は，ヒト型毒力闘として H37Rv株，

H37Rv INH耐性株(以下 INH感性株と耐性株はそれ

ぞれ INH-S株， INH-R株と略す)， 1中野株，向井
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INH-S株，同じく INH-R株，水木 INH-S株，同じ

くINH-R株，ヒト型弱毒菌として HS7Ra株，ウシ型

毒力菌三輪株，および BCGの 10株である。この中，

f中野株，向井株および水木株は患者から分離された強毒
株で，向井 INH-R株2i)と水木 INH-R株27)は INH

未使用の患者ーから onestepで分離され，現在 INHlOOr 

に完全耐性をもち，いずれもカタラーゼ陰性が立証され

ているが， モルモ γ トに対する毒力試験では， 向井

INH-R株は極めて弱毒であり，一方水木 INH-R株は

親株にほぼ等しい存力をもつことが確められている。

これらの各菌株を Dubosの Tween-albumin培地に

接種し， 370Cに約 10日培養した均等菌液を 0.5mlず

つ体重約 500gのモルモットに後肢静脈より注射した。

注射直後， 2，5， 7， 10および 14日後に 3匹ずつ動物を

エーテルで殺し，牌を無菌的に取出し，その約 0.5gを組

織培養に供し，同時に残りの蹄，肝，肺および門脈リンパ

節をとって各臓器内の生菌数を 1%酸性小川培地をもち

いて定量的に測定した。なお組織培養は実験の都合上，

接種直後 5日および 10日後の牌について実施した。

組織培養にもちいた培養液は，ニワトリ胎児(培養9

日目のもの)の拍出液 (0.6ml)， 健康馬血清 (0.6ml) 

およびタイロード液 (0.8ml)からなり， これらを径

18mm，長さ 85mmの試験管に分注した。

組織培養は，牌約 0.5g を容量 50mlの遠沈管にと

り，ただちに子宮勇刀で細切し，これに perml 200単

位トリプシンをくわえたタイロード液(但し Caと Mg

を含まないもの)6ml，これを水晶球入り三角コルベン

(100ml入り)にとって 370Cのフラン器内に 30分開

放置，その間5分毎に振脅した。ついでこの組織懸濁液

を 2000r. p. m.， 10分間遠沈し，ほぼ中間層の部分約

1 mlをとり，これをタイロード液で 2回遠沈洗滅した

後，10mlのタイロード液に再浮遊し，ついで 80およ

び 150メッシュを通して粗大な組織片を除いて所要の細

胞浮遊液とした。

別に上記の培養液 2mlの入った試験管にあらかじめ

被いガラスを入れて置き，これに前述の牌細胞浮遊液を

1 mlずつくわえ，ゴムキャップをした後，約 woの傾
斜を保って 370Cのフラン器に置いた。

培養1日および3日後に被し、ガラスをとり，メタノー

ルで固定，チール・ネールセン法で染色し，検銃して

100視野に見出される百数の平均値を算出した。なお菌

数の算定に際して接種時の小宮城，培養後のコード形成

のものをも 1菌単位と見倣した。別に対照として， 3rC 

に培養せず室温1日放置の試料についても同様に菌数を

求めた。

実験成績

菌静注後牌の組織培養における菌の消長を表1および

図1に示した。すなわち接種直後と 5日および 10日後

の牌についての組織培養 24および 72時間の成績であ

る。これによって明かなことは，毒力の強いヒト型仲野

株， Hs7Rv株，向井 INH-S株，水木 INH-S株，お

よびウシ型三輪株では菌接種直後の試料でも，また5日

後， 10日後のものでもすべて菌増殖が極めて旺盛で，

菌数の増加率が大きいこと， これに比して弱毒菌たる

BCG， H37Ra株， H37Rv INH-R株および向井 INH-R

株では極めて微々たる増殖しかみられず，強毒菌との間

に確然たる差異が認められた点である(図 2，3)。また

表1の中，室温保存の対照試料の菌数をみると，毒力菌

では静i主直後のものに比して 5日目 7日目のものに著

明な菌数増加の傾向がみられ，一方弱毒菌ではこのよう

な傾向は明かではない。これは感染後，牌でこの期間中

に毒力菌は増殖するが弱毒菌は増殖しないか，あるL、は

増殖するとしても極めて弱し、ことを示すものとも思われ

る。また注目すべきことは， INH高度耐性・カタラー

ゼ陰性でありながら親株にほぼ等しL、毒力をもっと言わ

直後 I5日目 10司ヨ
寵 2dh72h~員加 72哨 24h72hJ 

図 1 組織培養における各菌株の菌数の消長
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表 1 組織培重量における命的株の的数の消長

経過時間 費接種直後 5 日目 10日目

培養室温
時間 24時 24時 72時 対 H百 24時 72時 対照 24時 72時

的株 (対!!の

H37Rv 4 24 56 31 88 138 43 64 148 

H37RvINH-R 9 16 18 19 32 47 11 17 15 

H37Ra 3 6 5 7 9 15 10 14 25 

ヒ ト H :J!f 2 10 10 79 88 30 102 120 

BCG 4 4 8 3 4 8 2 3 4 

ウ ン 輪 6 29 80 21 28 89 7 17 41 

ヒト Itlj}j:INH-S 6 20 39 38 138 68 378 

ヒ卜向井 INH-R 3 8 14 8 12 14 8 14 14 

ヒト水木 INH-S 6 38 67 30 132 247 23 137 190 

ヒト水木 INH-R 11 34 44 30 200 133 91 154 122 

図 2-a H37Ra対照 図 3-a H37Rv対照

図 2-b H37Ra 培養3日目 図 3-b H37Rv 培養3日目
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図 4 モルモット各臓器内の菌数の消長

(定量培養成績)



コ

れる水木 INH-R株が，本実験でも INH-S株ほどで 培養法以外の方法による実験)では，閣は毒力の強弱に

はないにしても，かなりの菌増加率を示したことであ 関係なく増殖し，その聞に何ら違いを認め難いことを考

る。 えると，本実験で細胞の共存下でとくに弱毒菌の増殖が

つぎに各種臓器内生菌数の培養成績を図4によってみ 弱かったことは，やはり組織細胞が弱毒菌の発育に対し

ると，接積後各臓器内の菌増殖は強毒株(向井 INH-S 阻止効果を持つものと解すべきではなかろうか。

株，水木 INH-S株，十l'野株， H37Rv株)では著明で なお感染組織の invitroの培養に関しては，最近

あるが，弱毒株 (BCG，H37Rv INH-R株，向井 INH-R Brieger32l らの報告があるが，彼は結核問静注後のウサ

株〕では弱し、傾向がみられ，およそ組織培養の成績と・ ギの臓器を組織培養し，生体内では同じ時期に組織中に

致した。但し成績の喰速いとして，組織培養では典型的 国を認め難いのに反して，ガラス器内では菌が短時日で

弱毒菌の態度を示した H37Ra株が，定量培養成績では 旺躍に増殖すること，しかしこの場合凶の増殖には組織

H37Rv株とほぼ等しい菌数の消長を示し，反対に組織培 細胞の存在が必要なことを主張し，さらに細胞内増殖に

養で菌増殖率の大きいウシ型三輪株が，定量培養で弱75 は Virussizeの型をとる時期があると考えている。さ

菌に近いパターンを示したことをあげなげればならな て本実験では， Brieger らが組織培養に感染組織片ーをも

い。 ちいたのに対し感染組織の細胞浮遊液をもちいており，

考 察

組織培養によって結核閣の毒力を論じた報告としては

Suter2町，Mackaness29l，浅図的らの論文があるが， Suter， 

Mackanessはモルモット或はウサギの腹腔内i参出細胞を

ガラス器内で結核菌浮遊液と混巳てから組織培養し，細

胞内の菌増殖を観察しており，浅田はあらかじめ腹腔内

感染後大網細胞を組織培養し，細胞に食喰された菌の推

移を観察している。 Suterは細胞内の菌増殖は毒力菌

(H37Rv菌)株と弱毒 (R，Rv株， BCG)の聞に差異を

認めず，ただ無毒|菌 H37Ra株だけは全く増殖がみられ

ないと云い， Mackanessは H37Rv株と R，Rv株との

間に，さらに R，Rv株と H37Ra株， BCGとの問にも

明らかに増殖上の差異を認めたと報じている。このよう

な成績の不一致ば，腹腔内細胞による喰菌現象が，細胞

と菌との量的関係により概めてデリケートに左右される

ことを示すもので，事実Berthrong31lによれば，細胞に

対する感染菌量が多ければ BCGでも毒力菌同様，細胞

内の増殖は強く，また感染後の細胞障害もし、ちじるしい

とL、う。次に浅田の実験は組織培養前にあらかじめj'j¥I感

染を行なっている点われわれの実験に似ているが，大細

胞内の菌増殖が強毒菌 (H37Rv)と弱毒菌 (BCG)で違

わないと報じており，この点 Suterの成績に一致し，わ

れわれや Mackanessの成績とは異なっている。

われわれは感染牌の組織細胞浮遊液をカeラス器内で培

養し，閣の増殖状態をしらぺたわけであるが，この方法

では菌増殖は細胞内よりはむしろ細胞外により強くみら

れ，しかも強毒菌ほど著明で，弱毒菌， INH耐性函で

は弱いことが認められた。細胞の存在が細胞外の菌増殖

に如何なる意味をもつかについては目下研究中で決断を

下すことは出来ないが，従来の結核菌の培養実験(組織

この場合役のいうように感染後数日間組織内に抗酸性得

菌を検出しえないという事実はみられず，少なくとも本

実験にもちいた菌量の範囲 ([5~50Jx 10"ケ)では乳鉢

で磨砕してえた組織のホモジェネートの中にも，また組

織培養に供した細胞浮遊液中にも抗酸性樗菌を， t差橿直
後より持続的に観察しえたのであって，本実験ではこの

ような菌がそのまま細胞外で増殖したものと考えてよい

と思う。したがって本実験でも閣の細胞内増殖を認めて

いるにもせよ， Briegerのいうように細胞内増殖の phase

が生体内あるいは組織培養上の結核菌の増殖に不可欠と

は考え難し、のである。

ただ Briegerが主張するように，静脈内感染後数日間

は顕微鏡的に組織内に菌を容易に見出しえないのに対

し，このような時期の材料でも組織培養をおこなうと菌

の爆発的増殖がみられることは本実験でも確認されてお

り，この場合培養開始時の生菌数(単一菌体， Iわj、塊，

コードもすべて 1菌単位として算定〕が毒力菌では僅か

24 時間の培養で 3~6 倍に達することは，やはり Brieger

の指摘するように光学顕微鏡では不可視の状態の出が存

在するのかも知れない。

つぎに組織培養と平行しておこなった各臓器の定量培

養の成績について考察をくわえてみよう。今回の実験で

は菌の j首長を，菌接種後 2 日 ~2 週の如き短期間っきしら

ぺたのであって，この点従来の多くのこの程の実験と異

なっており， しかもこの上うな方法でも菌株による毒力

の違いが菌増殖上の差となって示されたことは興味ある

ことに思われる。すなわち， ヒト型毒力I笥イ中野株，向井

INH-S株，水木 INH-S株， H"Rv株，また親株とほ

ぼ毒力が等しいといわれる水木 INH-R株では接種後

5~7 日で臓器内の菌数は最高値(牌，肝，門脈リンパ節

では臓器 10mg あて 106~107，柿では 105~10りを示
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し，その後も暫らく菌数は増加するか同じレベルを保っ

ており，一方 BCG，向井 INH-R株， H37Rv INH-R 

株のような既知の弱TE株では菌数の最高値は 105程度で

低く，また接陸後1遇より漸減する傾向が明らかにみら

れた。しかしてこのような閣株の存力の違いに基づく菌

増殖性の差異が定量培誌でも組織培設でも凡そ一致して

みられたことは，今回実施した組織培養法が結核菌の存

力測定法として信頼するに足ることを裏づけるものであ

ろう。

総括

静脈内結核出感染モノレモットの牌を細胞涼遊波として

in vitroで培養し， j車の増殖状と菌の}iJ力との関係をし

らべ，つぎの結果をえた。

1) ヒト型ならびにウシ型iiJ力的は細胞共存下で旺誌

に増殖するが， BCG， H37Ra株， INH耐性l'tiのような

弱毒菌では極めて弱し、増殖しかしなかった。

2) 組織培養でみられる菌株間の存力の差異は，臓器

内生菌の培養成績とほぼ一致した。

実験例

実験 2 組織培養法による結核菌の存カ測定法と従米

の測定法の比較

百ijの実験で，組織培養法により結核菌の毒力がかなり

正確に，また短時間で測定されることが判って来たの

で，さらにこの方法を従来から広くおこなわれているモ

ルモットとマウスをもちいる動物実験法，中性紅試験お

よびコード試験と比較してみた。

実験材料ならびに実験方法

使用菌株:保存株として H"Rv株， H37Ra株， BCG， 

ウシ型毒力菌三輪株， ヒト型毒力菌仲野株， 同じく向

井 INH-S株， -R株，水木 INH←S株.-R株の 9株;

患者からの分離株として SM，PAS， INHの1剤以上に

耐性をもつもの 20株と感性株9株の計 29株，保存株

と合計して 38株をもちいた。

各菌株について Dubos培地に約 10日培養した菌泌

を実験によってはそのまま，あるし、は稀釈しでもちいた

が，中性紅試験のみは一度小川培地に移植した菌をもち

し、fこ。

組織培養法:前述の方法に準じた。但し被検菌株数が

多し、ため，モルモットの数を各菌株2匹とし，菌静注後

5日目の牌にっし、てのみ培養をおこない，菌数の判定は

培養 3日に対照に対する菌増殖率を算定しておこなっ

fこ。

モルモット接種法:各菌株につきモルモット 4匹の右

下腹皮下に生菌単位 105~106 を含む菌液を注膨し 8

週後剖検して臓器の肉眼的変化，牌内生菌数および牌重

量をしらぺた。

マウス接種法:生後 4~6 週の CF1 系マウス(各国

株につき 10匹内外使用)の尾静脈内に菌液 0.5ml (生

前単位 105~106) を注射し，生存日数をしらぺた。

中性紅試験法:ほぼ Dubosらの原法に準じて実施し

た。すなわち小川培地に 3~4 週間培養の菌約 5mg を

白金耳で磨砕しながら 50%メタノールに浮遊させ， 37 

。Cに1時間放置後，遠沈して上;j1Jーをすて，再びメタノー

ルで沈澱，ついで蒸潟水で数回洗ってえられた菌を 5%

ト;aCl加 1% Na-babiturate綬律j液 2mlに浮遊させ，

これに 0.01%中性紅水浴il支2il~jをくわえ，室温 30 分

放流後に成績を観察した。

コード試験法 Dubos培地i氏支の国液を蒸溜水で数

回遠沈沈澱してえられた均等凶浮遊液を 10%牛血清1J日

キノレヒナ一衆天・コロジオン!民間培地叩lこ接種し， 3rc
に 3~7 日間培養して生じたミクロ・コロニーを電子顕

微鈍で版影し観察した。

実験成績

まず組織培養の成績を表2によってみると，保存株の

菌増殖率は，実験1の成績向原， H37Rv株，仲野株，ウ

シ三輪株，向井 INH-S株，水木 INH-S株ではし、ずれ

も高い値を示し，一方 H"Ra株， BCG，向井 INH-R

株では ratioは2以下の低値であり，水木 INH-R株は

強存株と弱毒株の中間の値 (2.7)を示した。 分離l'fdで

は ratio2.5以下を示したのは主として耐性菌で， 19株

中 2株 (63%)，これに対して感性菌では 8株中2株

(25%)であった。このようにいずれか 1剤以上の薬剤

に耐性をもっ菌株では感性問よりも一般に ratioが低い

傾向がみられた。

つぎにモルモット皮下接種8週後の官1)検成績を図5に

示したが，保存株9株ではヒトイ中野株，向井 Il¥'H-S株，

水木 INH-S株の病変は最も強く，またこれに比例して

牌内生菌数も極めて多く， H37Rv株ではこれらの株より

病変は弱かった。さらに H37Ra株と BCGでは病変が

弱かったのは当然と恩われるが，ウシ三輪株と水木

INH-R株でも病変が比較的少なく弱毒株の所見がえら

れた。この中，三輪株の所見は実験1のモルモット臓器

内の菌所見と一致するが，水木 INH-R株の成績は実験

1とも，また従来の久i!J:27)や高橋34)の成績とも一致せず，

この菌株の毒力が分離当時からみでかなり減弱している

ことが考えられる。分蹴菌の成績からいえることは，感



表 2 組織培養の成績

商 株

H 

H37Ra 

ヒ ト {中里子

BCG 

ウシ三輪

ピ p

向井 11'¥H-8
ヒト
向井 INH-R

菌数

対照 3日後

27 49 

50 i 181 

4 I 8 

25
1 

100 

402 '<1200 

54 98 

増F直率

5.0 I 

1.7 

3.6 

2.0 

4.。
く3.0

1.8 

菌

No. 11 

No. 12 

No. 13 

No. 14 

No. 15 

No. 16 

No. 17 

ヒト | 
水木 INH-8 113 1 584 5.2 No. 18 

にト No.20 

株

60 I 160 2.7 --"，1<:木 I"'Hと旦 .0.' P:l， H:O.l 
本 No.1 " 1 No. 21 10 i 21 2.1 8:100， P:I0， H:O.l ~V: .o.~ i 8:100 

No. 2 " (¥ No. 22 10 i 9 0.9 I 8 :10， P :10， H:I0 一一 V.J P:(10)， H:(O.1) 
No. 3 ~ (¥ No. 23 

s :LOO，p:(lO)， H:(10) 10し竺壬L P:(10)，H:1 
No. 4 ~ n No. 24 30 I 116 3.9 

一一一_P-.:l，_II)O H:(O.1) 
No. 5 1 1 No. 25 

S)OO， 'pv:，I: H: (10) 68 ___7~__ ， 1.1 i 8 : 10， "'p・1，H:I0 
No. 6 "" No. 26 

8 : (10)， p~ëtÖ) ， H: (1) 20 1 汚 染 H:I0 
No. 7 1A 一一一一l 一 一No.27

三型()，_P~W.1:L生1) 14! 25 1. 8 i Pは00)，H(:O.1) 
1'¥0. 8 '" 1 ~ No. 28 

一一E工り10的)，__H:(恒1堕型L一 !一9 25 1.二3土三3ι一一」一
9 1'¥0. 9 1 0 No. 2却

8 :(100)， p~ëtÓ) ， H:(10) 26 47 1.8 P :(100)~' H・(0.1)
No.30 
H: (10) 

No. 10 60 230 3.8 

関数

対照 3日後

40 染色不良

増殖率

6 28 4.7 

39 

52 

2 

105 

115 

220 

7 

450 

3.0 

31 65 2.0 

44 108 2.5 

29 30 1.0 

62 177 2.9 

61 153 2.5 

65 67 1.0 

10 60 6.0 

24 I 116 4.8 

25 100 i 4.0 

29 62: 2.1 

67 93 1.4 

45 132 2.9 

59 130 2.2 

* S:ストレプト 7 イシン p.パラアミノサリチル酸， H:イソニコチン酸ヒドラデト，数字はその薬剤
に対する耐性度 (r)を， ( )は不完全耐性を示す。
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特:株 (No10~18) が耐性株 (No 1~9 ， No 20~30) よ

りも強い病変を起し，かつ牌内菌数も多いことで，この

点組織培養所見と凡そ一致すると思われた。

マウス生存試験の成績を表 3に示したが，保存菌の

中，マウスの死亡の最も早くみられたのは仲野株，向井

INH-8株，水木 INH-8株で，その TDM(姥死日数

中央値)は 11~15 日であった。ーブ'J H37Ra株， BCG， 

向井 INH-R株では 100日後も死亡はみられず， HS7Rv 

株，ウシ三輪株，水木 INH-R株では TDMはそれぞ

れ 48，32，29日で，マウスの成績でも水木 INH-R株は

親株より弱毒なことが明らかtこされた。分離菌では 100

日以上の生存を示した菌株は No28のみで大部分は 60

日以内に死亡した。ただ組織培養やモルモットの成績と

異なる点は，耐性獲得とマウスの生存日数との聞に明か

な関聯性を認め刻t~ 、ことで，友 3 にみられるように Nol

から9迄の耐性株の TDMは感性株 No1O~18 のそれ

よりも多少値が大きいが， No 20以下の耐性株では No

28を除き，他はすべて極めて低い値を示し，感性株よ

りもむしろf戸くマウスが死亡する傾向がみられている。

中性紅試験どコード試験の成績は，前述の3つの測定

成績と一括して表5に示した。なおコード形成の電子顕

微鏡写真の中で代表的なものを医I6~17 に示した。

表5に表わした各測定法によるfiZ力の規準は，あらかじ

め表4のようにして定めた。

表5に示した成績の中，組織ti?養とモルモットおよび

マウスの成績のみにつL、て比較してみると，

a) 3狽IJ定法の成績が比較的よく一致した例 H37Ra，

ヒト仲野， BCG，ウシ三輪， ヒト向井 INH-R，ヒト水
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表 3 マウス静脈内接種後の生死状態

菌 塘定裏生 原築後のタヒ亡状7態0 (日〉 生マ
TDM 株 10 2，0 3，0 4，0 qO 6，0 7，0 8，0 9p 残支

H37Rv 17X 106 -・ .. 。V8 48 
H37Ra 47XI05 7/ァ>100 

ヒトイ中野 55X105 
-・・.. 。~81 15 

BCG C 9/9 >100 
ウンニ輪 C . . .・ 。/9 32 I 
岡井INH-S16 X 105 .. -. 。V6 13 . 
同井INH-R C 8/8 >100 
水木INH-S28X 105 .・ .. 。1/5 11 
水木INH-R8X 105 。/8 29 
NO. 1 25X 105 

. 。1/9 64 
NO. 2 5X 105 ・・ .・.・ 。/8 58 
NO. 3~ 20X 105 

NO.4 40X 105 ・ ... 。/8 32 
NO. 5 35X 10b . . . . . 0/9 58 

NO. 6 13X 105 
.. 
. 。1/9 14 

NO. 7 24X 105 ・・. . 。/9 40 
NO. 8 70X 105 ・・ 0/日 38 
NO. 9 55X 105 -・. 0/9 25 .・.・・
NO.10 80X 105 :・ O/~ 31 
NO.ll 60X 105 . .. 笠

0/39 
38 -・. . 

NO.12 55X 105 
... 25 .・.・ . 

NO.13 29X 105 
. .. O/o 21 . . . .. 

NO.14 6X 105 。/8 20 
NO.15 3X 105 -・. 0/8 37 ・
NO.16 28X 105 ..・・:・・ 0/10 24 

NO.17 26X 105 
.. 。1/10 16 . .. . .. 

31 X 105 
.. 

0/9 NO.18 
.. 

17 .・
-2 

NO.20 21 X 105 . ': ・
。/10 17 

NO.21 12X 105 
. . -.... -. -. 。

/1020 

15X 105 
.. 。1/10NO.22 ・
. 
. 
... ・・ 19 

11 Xl05 
. 。

Yl0NO.23 
..・

20 ..・，・

NO.24 33X 105 
:! 。VlO 19 .・: ・・

NO.25 14X lOt .・ 。1/10 21 -・..

NO.26 7X 105 . . 0/16 36 
NO.27 20X 105 . .・.... 一. 。/8 20 
NO.28 50X 105 . 9/10 >100 
NO.29 36XI05 

.. 。
'/10

... 16 ..・. 
NO.30 12X 105 ---r a 。/7 15 
本菌接種後数日で大多数のマウスが死亡。
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表 4

組織培養| モルモット*

菌増殖率|牌 重

十 く2.0 く1.0g 

4十 2.1~3.0 く1.0" 

廿十 3.1~4.0 1~2" 

骨1十 4.1く 2く

|マウス

牌内生菌数 TDM 

OX10Z~10x102 60く

10 x 102~10 X 103 35~60 

10 x 103~10 x 10' 21~35 

10 x 10'~1O X 105 く20

中性紅試験 コード試験

僅かに黄色を呈するもの | 全く菌体の配列に方向性のないもの

+ うす桃色を呈するもの i やや菌の集束のみられるもの

什 やや 1農い桃色を呈するもの | かなり集束の明かなもの

朴 濃い紅色を呈するもの |集束の極めていちちるしいもの

*モルモットによる菌毒カの判定には， ~専重，牌内生菌数の他に肉眼的病変所見をも考慮した。

表 5 各毒力測定i去の成績の比較

菌

株

中

性

紅

コ
1
1

ぃ「

マ
内
ノ
ス

モ
ル
モ
ッ
ト

組
織
培
養

商|事li!?1
1;立|モウ

株 J事 l ツ l
交 |スド紅品|ト|

H37Rv 州朴 :*1畔|州

H37Ra ! + +! + + + I 

ヒト{中野 市石山惜 l十

No. 12 

州十 *ー

l 州制十 l俳|件 i十

件十件州十トNo. 13 

BCG 十 + +， 十 | 判十 i + No. 14 

No. 15 

4俳+怜州十tt + 

#十俳十トウシ三輪 1#十|件|惜 1+ *' 
向井Nj-s i# 柵;州 *1朴
向Ami E-R 1+l#+l件+

水ネmjS !州柵州件+

No. 16 ' tIt十俳榊+特性十

N0.17|#l#i掛|件+

No. 18 件 1*1+ttt 1ft十
ヒト
水木 INH-R
* No. 1 

8:100， P:10， H:0.1 
No. 2 " No. 22 

8 :10， P :10， H:10 +骨骨:t + p:(1o5:'it(0.1) * 俳;州峠+
]¥'0. 3 111 No. 23 " ' "" I 

8 :1∞， P(10)， H: (10) I俳俳*廿+ p:(10)，H:1 +i4ト|州+ + 

No. 4 ! lll. lll. lll. JU II! No. 24 一一}
一_~.:J， H:1o サ俳?制 *1 H:(01)州主州 l朴+

No. 5 " "'" 111 I No. 25 
s:100， P:1， H:(10) 1十一?ーサ iサ!+tt !一一色t!L巳1，_g...JL +tttサ竺十惜

8 :(肌主生庄工1Ll-:叶!叩件|+; tcr 州+* *件
五虫d?iJh型二1L|十サ ，*サ

l

土

l

JJi19KZ:玉0---1)ーサ十十ι1*
N o. 8 ..L lll. I _U_ 

" 

No. 28 
」立Q)-，_H盟十，+俳土+件'_I'.:(lÔ)，~'H~JQ.:1l_; + + + * 

i 

* No. 9 No. 29 
8: (100) ，.I'. :Q位里-=-(1 0~土土サ * ___p.:C1Qeit H:(O.l)__'_~_~ +ttt十件+

No. 10 朴*朴件
! 

JR12 :* *;州+
* 8:ストレプトマイシン P:パラアミノサリチル酸， H:イソニコチン酸ヒドラヂド，数字はその薬剤j
に対するl耐性度 (r)を， ( )は不完全耐性を示す。

l →十 # 判十 4十 + No.20 
P:1， H:0.1 
No. 21 

4十+ +十件+ S :100 4十件州朴+

+ +附 4十+
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木 INH-S，水木 INH-R，No 1，2，3，4，5，10，12，13，14， 

15，16，25，28の計 19株 (54%)。

b) 組織府養とモノレモットの成績が一致し，マウスの

成主責が不一致の例:No 17，18，20，21，23， 29， 30の計7

株 (20%)。

c) 組織J;~Tだとマウスの成績が一致し，モルモットの

成績が不一致の例 No24の1株(3%)。

d) モルモットとマウスの成績が」致し，組織培養の

成績が不一致の例 H"Rv，ヒト伯IJ:)I:INH-S， No 7， 

22，25の計5株 (14%)。

e) 3つの測定法による成績が区々で不一致の例:

No 8，9，26の3株 (85%)。

以上の成績からさらにマウスの成績とは関係なく，組

織培養法とモルモット法の成績が一致したもののみを集

計すると a項と b項の和26例となり，全体の 74%，同

様に組織培交法とマウス法の成績が一致したものは 20

株 (57%)，またモルモット法とマウスj去の成績一致を

みたもの 24例 (68，5?のとなった。

つぎに，コードの試験では表 5 と図 6~17 に示すよう

に，薬剤耐性菌，既知の弱毒菌をも含めて大部分の菌株

に中等度乃至強度のコード形成がみられ，動物培養試験

あるいは組織培養試験の成績との聞に関聯性を認め難く

足、われた。また中性紅試験でも，動物試験で強毒を示し

ながら弱い反応を呈するもの 11株，逆に弱毒でありな

がら強L、反応を呈するもの3例，計 14例 (39%)が動

物試験と不一致の成績を示した。

考 察

中性紅試験は，われわれが今回もちいた手技に関する

限り，あまり正確に呈色上の美異を示さなかったし，ま

たその成績も約半数が動物接種の成績と一致せず，信頼

される方法とは考えられないが，この点創案者 Dubos33>

自身も認めているようである。

つぎにコードの試験では， llf力の如何を問わず，ほと

んどすべての菌株に所謂菌体の parallelorientation乃

至 serpentinestrandがみられ，コード形成と存力との

聞に関聯性を見出しえなかった。

さて，もう一度存力測定法としての組織培養法につい

て吟味をくわえてみると，この方法で成績の正確さを左

右する原因の主なるものは，恐らく』主義直前に細胞序遊

液中に含まれる菌数の不安定性であって，実際本実験で

も経験したところであるが，はじめの菌数があまり少な

い場合，またあまり多すぎる場合には菌増殖率は不正確

になるのを免れなし、。したがって本法の実施に際して

は，培安直前の細胞i手遊液中の凶放を適当 (100視野中

凡そ1O~50 ケ〉に一定する必要があるわけで，今後さ

らに工夫を要するところであろう。つぎに本法を結核匙f

の互主力測定の routineにもちいることに関しては，本j去

では動物接種法よりも動物が少なくてすむ点，また成績

判定に要する期間が菌接種後1週程度ですむ点，極めて

有利と思われるが，実施上他の方法によじして幾らか熟練

を要するところに問題があろう。

最後に，実験成績の上で興味深く忠われたのは，患者

からの分離菌で INH耐性を示した 10数株中，lOr完
全耐性の2株 (No4と No25)が，試みられたすべて

の測定法で比較的強し、毒力を示したことで， INH耐性

組織培交法による結核菌の毒力測定の信頼性を検討す 菌の存力が，耐性が高い程，またそれが population中

るために，従来からおこなわれている 2つの動物接種法 に占める比率が高い程減弱するという従来の研究者の考

と2つの invitroの判定法を実施したが，この中モノレ え方を今一度振り返って検討する必要があるのではある

モットによる方法は，この動物が結核に対して感受性高 まいか。

く，またツベルクリン皮膚アレルギーの発現も著明な点

なとさカミら考えて，菌の毒力測定法としては最も信頼しう
総 括

るものであろう。そこでひとまずその他の方法をモルモ 研究室保存株9株，患者からの分離株 29株，計 38

ット接種法と比較してみると，これに最も近い成績を示 株の結核菌について，組織培養法による毒力測定成績

したのは組織培養法で 35例中 26例 (74%)に一致の と，従来おこなわれているモルモット皮下接種法，マウ

成績がみられ，モルモット法とマウス法の一致例 24伊j ス生存日数測定法，中性紅試験法およびコード試験法の

(68.5?のをやや上廻る傾向がみられた。つぎに組織培 成績とを比較し，つぎの結果をえた。

1"2法とマウス法の成績一致は 20例 (57%)にすぎず1)組織培養法はモルモット接種法に比較的近い成績

これらの成績から組織培養法はマウス法よりもむしろモ を示し，その成績一致率は組織培養法とマウス法とのー

ノレモット法に近い成績を示すことが窺われるが，今回の 致率，またモルモット法とマウス法との一致率より高い

実験で組織培養にもちいた材料がモルモットの牌であっ 傾向が認められた。

たことも当然このことの原因になっているものと思われ の 中性紅試験法とコード試験法はL、ずれも動物試験

る。 の成績と不一致のことが多く，これらの方法は菌の毒力
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写真説明

図 6 H37Rv株

図 7 H37Ra株

図 8 ヒト!中野株

図 9 ウシ三輪株

図 10 BCG 

図 11 ヒト向井 INH-S株
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図 12 ヒト向井 INH-R株

図 13 ヒト水木 INH-S株

図 14 ヒト水木 INH-R株

図 15 分離菌 No2株

図 16 No 23株

図 17 No 26株
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