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Experimental studies on mycobacterial infection using inbred, specific pathogen free, germ-free 

and athymic "nude" mice performed by us during the past three decades at Department of Microbio

logy and Gnotobiology Research Laboratory of our Institute of Public Health , were outlined.

Brief discussions were made on the susceptibility of various inbred mouse strains to tuberculous 

infection, the restoration of the anti-microbial resistance and delayed-type hypersensitivity of germ-free 

mice by the association of intestinal flora, recovery of anti-tuberculous immunity and granuloma forma

tion in nude mice infected with mycobacteria by the transplantation with T-cell-containing lymphoid 

cells, and effects of H-2 gene histocompatibility between macrophages and T-lymphocytes on cellular 

immunity by transfer experiment in nude mice.

It was emphasized that the immunogenetical studies of tuberculosis using congenic mouse strains 

for H-2 gen complex; inbred mouse strains carrying defined haplotypes of H-2 gene complex from divers 

origins, should further be promoted.

本学会の第50回 総会記念事業 としてまとめ られた 「結

核研究50年 」.におい て,我 が国 の結核病学の歴史につい

て各専門分野にわ た り,多 くの研究者に よつて詳細に述

べ られ ているので,今 更 これを繰返す必要はない と思 う。

したが つて,'私 が今 日まで実施 して きた主 としてマ ウス

に よる結核 の実験的研究を中心にその概略を紹介 し,少

しく私見 を述べ ること とす る。

1.　 近交系 マウスに よる実験結 核の研究

私 が公衆衛生院に入つた1940年 当時,結 核実験に使用

され た動物 は主 としてモルモ ッ トであつて,実 験成績の

判定 は もつ ばら リンパ節や 内臓 の病変,重 量を 目安 とし

て行 なわれ ていた。 しか し,接 種局所,リ ンパ節お よび

臓器 内の生菌数 を定量的に測定す る小川 ら1)～4)の定 量培

養法 の確立は結核 の実験的研究 の発展に大いに貢献 した。

私達 は結核 の動物実験において使用す る実験動物の種 類,

系統,飼 育条件,動 物実験室の環境な どの諸因子に よつ

て実験成績が大 き く変動 し,結 果の判断 に苦慮 した こと

を度 々経験 した。再現性の ある実験成績を得 るためには

結核菌 感染に対 する感受1生が均一 であ る近交系(Inbred
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:兄 妹交配を20代 以上続け,そ の後 も兄妹交配を続けた

もの)動 物を使用す ることが重要であ り,取 扱いの簡便

さや 同一条件 の動物を数多 く使用す ることが可能 であ る

な どの点 からマ ウスが最 も適当 な実験動物であ ると考え

た 。

米 国においては1940年 ごろか ら1950年 の前半にかけて

各種 の系統 マ ウスにつ いての結核感染実験の研究が多数

報告 され ている。我が 国に おい ても岩崎 ら5)は マ ウスに

よる結核 化学療法剤 のスク リーニング ・テス トについて

報告 している。 当時 のマ ウスに よる結核実験では,市 販

雑種や系統 な どの記載 のないマウスを使用 してい る実験

が多 く,近 交系 マ ウスに よる研究は比較的少 なかつた。

近 交系動 物 として入 手できたのは主 として マウスであつ

たので,私 達は まず各種系統 マ ウスにつ いて結核感受性

を比較検討 した。

私達の各系統 マ ウスの結核感受 性 に 関 す る 研 究 成

績6)～9)を要 約する と次の通 りである。各種系統 マウスの

結核菌感染に対 する感受性 は,各 系統間 で著 しい差異が

あ り,感 受性の高い系統 としてはCF1,C57BL/6,dba,

NC,KKな どがあげ られた。 またCFW系 マ ウスは感受

性が もつ とも低 く,dd系 マウス(closed colony:一 定 の

集団内で交配,他 の集団か らの移入な く維持 さ れ た も

の)は それ らの中間の感受性を示 したが,感 受性 の均一

性をみ ると,dd系 マ ウスはやや バラツキの多 い成績を

示 したが,近 交系マ ウスは均 一であつた。 この ような知

見に基づいて,私 達は近 交系マ ウスに よる各種 の結核 の

実験的研究10)～16)を実施 した。 また金井17)～19)は近交系 マ

ウスの実験結核症におけ る被免疫性について検討 し,結

核菌H37Ra株 生菌免疫 と死菌 免疫 とに よる感染防御 の

賦与が マ ウスの系統に よつて異な るとい う興味あ る現 象

を報告 している。 このよ うに実験 目的に適す る系統 の近

交系 マ ウスを用 いて各種 の結核 の実験的研究が行なわれ

るよ うに なつた。

1960年 前後か ら結核におけ る免疫 とアレルギ ーの関係

が重要 な研究課題 として取 り上げ られ,本 学会 のシンポ

ジ ウムや要望課題 として度 々活発に討論 されてい る。私

達 も山村教授 ら と共 同 して各種 の結核菌 の菌体成分の生

物学的性状に 関す る実験を行 なつた。 また,ツ ベル ク リ

ン ・ア レルギーの受身伝達に関す る研究がChasc20)に よ

つて報告 され,我 が 国にお いて もそ の追試 の研究が実施

され て い る が,こ の問題に対す る本格的研 究 は 橋 本

ら21)22)によつ て行 なわれ,動 物 レベルの実験を脱 して よ

うや く細胞 レベルの研究 が行 なわれ るよ うに なつた。 し

か し,使 用 する動 物は主 としてモルモ ッ トであつた。そ

の後,ツ ベル ク リン ・アレルギーや 結核 免疫 が結核免疫

動物 の リンパ球様細胞に よる受身伝達の手法を用 いてそ

の機序の解明が進 み,そ の主役は胸腺 に依存す るT細 胞

か ら由来 した感作 リンパ球 であ ることが明 らか に さ れ

た。

これ よ り先,マ ウスにおけ る遅延型 アレルギーの検査

方法 としてGrayら23)の 足 蹠反応(Foot pad test)や

Davidら24)に よるin vitroの 測定 法 としてマ クロフ ァー

ジ遊走阻止試験(MMItest)が 広 く行 なわれ,マ ウス も

結核実験に盛んに用い られ るよ うになつた。山本 ら25)26)

はBCG細 胞壁免疫CAF1系 マ ウスを用 い,肺 細胞 に よ

るマク ロファージ遊走阻止 と結核菌感染に対 す る抵 抗性

につ いて研究 してい る。その後今 日まで,マ ウスを用 い

て細胞免疫学的研究が各方面で盛んに実施 され,本 学会

の総会 シンポジ ウムの課題 として採用 されて,活 発な討

議 が行 なわれ ている。

%Responder 100 100 80 100 86 95 88 90 50 100 50 92 40 80 21 62 89

Migration 35.2 * 39.0 60.0 * * 50.0 36.6 30.7 21.5 * * 82.7 43.0 * * 35.5
inhibition

*: Not tested

Fig. 1. Foot pad test and macrophage migration inhibition test in various barrier sustained mice.
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山崎 ら27)は各種 の近交系 マウスについて,結 核死菌 ま

た はそ の分画に よる感作後 の遅延型 アレルギ ーの発現状

況 を足 蹟反応 とMMItestに よつて系統別の比較を行

なつているが,そ の成績 に よ る と,足 踪反応 とMMI

testと の成績は よ く相関 し,高 反応性の系統か ら低反応

性 の系統 の ものへ と広 く分布 し,結 核感受性 の高 いC57

BL/6,DBA/2は 比較的高 い反応性を示 し,雌 マウスは

雄 マウスに比 して反応性 が高 いこ とが知 られたが,他 の

系統では結核 感受 性 とア レルギー反応性 との間に相関を

認め ることはできなかつた(Fig.1)。 これ らの成績は結

核 死菌感作に よる成績 であ るが,結 核生菌感染 の場合に

は ツベル ク リン ・ア レルギーの発現に違 いが あること も

予想 され る。最近,徳 永 ら28)29)はBCG生 菌接種に よる

遅延型 アレルギーの発現 がマ ウスの系統 によつ て異 な り,

Low responderの マウスでは,BCG特 異的 サプ レッサ

ーT細 胞が出現 す ることを報告 している。

以上の事実はBCG難 陽転 の機序 との関連 において も

興味あ るところであ り,こ の解 明のため,各 系統 マ ウス

について免疫遺伝学的検討を行な うことが重要である。

2. SPFお よび 無菌 マウス に よ る実験 的結核

症の研究

我 が国において近交系動物が各方面で使用 され ると同

時 に,病 原体 の感染 していない"清 浄 な動物"を 実験に

使用すべ きであることが一般に認識 され るよ うにな り,

病原体 を保有 していないSPF動 物(Specific pathogen

 free animal)が 作出 され,入 手可能 となつた。更 に,全

く細菌を保有 してい ない無菌動物 も一部の研究者に よつ

て実験に使用 され るよ うになつた。

私達 が1964年 以来実施 したSPFマ ウスの結核感染実

験 の成績15)16)30)31)によると,強 毒結核菌感染後の生存 日

数 に よる結核感受性 の比較 ではICRお よびCF1系 の

SPFマ ウスはconventionalマ ウスに比べ感受性が高 く,

また極 めて均一 な成績 を示 し,更 にBCG接 種後の感染

防 御力の比較 で もSPFマ ウスにおけ る免疫効果の成立

はconventionalマ ウス よりも優 れ てい るとい う成績で

あつた。最近研究者 の間 で精度 の高 い再現性 のあ る実験

成 績を得 るた めにSPF動 物を 用 いる傾向 となつてい る

のは誠 に喜ば しいこ とであ る。

次に,私 達 が行 なつた無菌 マ ウスに よる結核実験 の成

績32)～36)につ いて述べ るこ ととす る。常在細菌叢(主 と

して腸 内フ ローラ)が 病原体 の感染に対す る抵抗性に ど

の ような影響 を与 えているか とい うことは宿主の感染抵

抗性 を考 える際に まず第一に考え ておかなければな らな

い点 である。興味 ある事実 は,無 菌 マウスの結核菌感染

に対す る抵 抗性 はSPFマ ウスよ りも著 し く低い とい う

ことである。 また,結 核死菌感作 後のツベル ク リン ・ア

レルギーをみ る と,無 菌 マウスはSPFマ ウスよ り著 し

く劣 るこ とが知 られた。無菌 マウスの遅延型 アンルギー

低反応性 の機 亭につ いては,私 達はす でニ アンルギー表

現(expression)の 段階での無菌 マウスの マク ロファー ジ

の働 きは正常 であるが,感 作 リンパ球 の感 作の誘導お よ

び発達 の段階 で無菌 マウスはSPFマ ウスと異 なること

を示 す実験成績 を得 ている。

この ような無菌 マウス とSPFマ ウス との間 の結核惑

染抵 抗性お よび遅延型 ア レルギー発現 の差異 の機序につ

いては,感 作誘導 の段階 でマク ロフ ァージに フ ローラか

ら何 らかの影 響が作用す るのか,そ の結果 マク ロファー

ジよ りTリ ンパ球へ の抗原 情報 の伝達 が影響 を受け るの

か,あ るいはTリ ンパ球 の分 化増殖 にフ コーラが直接働

くのかな どは重要な研究課題 である。

また,無 菌 マ ウスに フロー ラを構 成 している大 腸菌 を

単一定着 させただけで も,ツ ベル ク リン ・アンルギーは

相当程度回復 し,一 代継代す るとSPFマ ウス と同程度

の反応を示す よ うにな るのに,感 染抵抗性D方 は数代 継

代 して も容易に回復せず,SPFマ ウス と同程度の抵 抗性

を獲得す るには相当数継代を行な う必要があ る。 この問

題 の解明 のためには フ ローラの構成菌の種類,フ ロー ラ

に よる宿主 のマク ロファージや リンパ球な どの活性化の

問題 など多 くの事柄が検討 されなければ ならない もの と

Table 1. Lethal Effect of i.v. Administered E. coli in 

GF and GB Mice

*3weeks after administration with B .longuni 
**2weeks after administration with B .longion

Table 2. Viable Counts of M. bovis Ravenel in 

Organs of GF, GB and SPF Mice

Values indicate mean(log)•}S.D. per 100mg tissue 

Values in parentheses indicate per whole organ 

Mice were sacrificed 9ws after injection (9•~103/mouse)
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Table 3. Number of Granulomas and Viable BCG in the Liver of Nudes 

Transferred with Spleen Cells

* Average of 4•`5 mice

Table 4. Effect of Transfer of Spleen Cells Treated 

with Anti BAT+C'

思われ る。

無菌 マ ウスに腸 内常在菌 を経 口投与 した場合,投 与菌

はマ ウス体 内でどのよ うな態度を とつてい るのであろ う

か は興味 のある ところであ る。最近山崎 ら37)が行なつた

実験成績 では,無 菌 マウスに腸内常在菌叢を構成 する菌

の1つ であるBifidobacterium longum(以 下B菌 と略

す)を 経 口投与す ると,投 与後7,14日 において肝,腎 に

B菌 を証 明す ることがで きたが,21日 には培 養に よつて

は証 明できなかつた。次に,B菌 を投与 した無菌マ ウス

(GBと 略す)に 病原大腸菌(0-111,K-58)を 静注に より

感染 させ る と,Table 1に 示す よ うに,投 与後3週 に感

染 させた場合にはGB群 は無処理無菌 マ ウス(GFと 略

す)群 よ り死亡率が明 らかに低下 してい ることが知 られ

た。 また,同 様 の実験を強毒結核菌Ravenel株 感染 に よ

つ て調べ てみ る と,Table2に 示 すよ うに臓器 内生菌数

の比較 ではG8群 はGF群 とSPFマ ウス との中間 の値

を示 し,B菌 を経 口投与す ることに よつて無菌 マ ウスが

結核菌感染に対す る抵 抗性 も増 強す ることが知られ た。

この よ うな抵抗性の増強は フロー ラに よつて無菌 マ ウス

のマク ロファージの活性化が起 こつてい るためである こ

とが考 えられ,こ れを示唆す る実験成績が山崎 ら38)によ

つ て報告 されてい る。

3.　 ヌー ドマウスによ る実験的結核症 の研究

結核感染に対す る宿主の抵 抗性,す なわち細胞性免疫,

遅延型 ア レルギ ーの成立には胸腺(Tリ ンパ球)が 重要

な役割を果たす ことが明 らかにされ て,Tリ ンパ球 の機

能の解析の手段 として先天的胸腺欠損 ヌー ドマ ウスが広

く使用 され るようになつた。

私達は1974年 以来 ヌー ドマ ウスを用 いて結核実験を行

ない,す でにその成 績36)38)～43)を度 々報告 して い る。 こ

れ を要約する と,ヌ ー ドマ ウス(BALB/C系nu/nuマ

ウス)の 牛型結核菌(Ravenel株)感 染実験に よれば ヌ

ー ドマウスはヘ テ ロマ ウス(nu/+:nu/nuと 同腹 のnu

遺伝子がheterozygousな マ ウス)よ り結核感染抵抗性が

弱 いこ とがわかつた。

次に,ヌ ー ドマ ウスのBCG感 染実験についてであ る

が,武 谷ら43)はヌー ドマ ウスにおけ る 彦CGの 増殖には

日本株 とフラ ンス株 との問に著 明な差異があ り,日 本株

8CGは フラ ンス株 に比 して ビル レンスが著 し く弱 く,ヌ

ー ドマ ウス臓器 内で殆 んど増殖 しない と述べてい る
。 し

か し,私 達 の実験 では,ヌ ー ドマウスにBCG(日 本株)

106～107を 静脈 内感染を行な うと,24週 以降に徐 々に衰

弱 し,50週 までに死亡 した。弱毒 なBCGの 感染におい

て もヌー ドマ ウスは全観察期間中最後 まで菌の排除が起

こらず,致 死的感染 となつ て遂には死亡す ることが認め

られた。

ヌー ドマ ウスにヘテ ロマ ウスの胸腺 の移植 または胸腺

細胞 の移入 を行な うと,対 照 の無処置 ヌー ドマウスよ り

結核菌 感染後 の生存 日数 は延長 し,臓 器 内生菌数 も少な
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い ことがみ られた。 また,ヌ ー ドマウスが死亡す る時期

に移植マ ウスの臓器の病変を組織学的に調べ るとヘテ ロ

マ ウスにみ られ るような類上皮 細胞結節 の形成 され てい

ることが認め られ た。 この事実 か らT細 胞がマ ウスの結

核 感染抵 抗性お よび類上皮細胞 肉芽 腫の成立に重要 な役

割 を果 た している ことが知 られ る。

また,無菌 ヌー ドマ ウスに フ ローラを定着 させ,Gnote-

bioteヌ ー ドマウスにす ることに よつ て,結 核菌感染に

対す る抵抗性がやや高 まるとい う実験結果か ら,無 菌 ヌ

ー ドマ ウスのマク ロファージの抗菌活性が フロー ラの刺

激に よつて非特異的に上昇す ることが考え られ る。そ の

機序 の解明 の 王つ として,マ クロファージの貧食能お よ

び消化能を比較検討 し,Gnotebioteヌ ー ドマ ウスのマ ク

ロファー ジの活性は無菌 ヌー ドマ ウスのそれ よりも明ら

かに高い ことがわかつた。

更に,H-2haplotype recombinantマ ウスの脾細胞移

入 に よる感染肉芽腫成立 の実験 を行 つたが,そ の成績45)

に よる とヌー ドマ ウスに £CG感 染後,H-2Complex

のhaplotypeが 適合 した マウスの脾細胞を移入す ると,

Table 3に 示す よ うに典型的 肉芽腫が形成 され,菌 の増

殖 が抑制 され るのに対 し,H-2Complex不 適合細胞の移

入 では肉芽腫形成が少 な く,菌 増殖 も抑制 されなかつた。

また,Table4に 示す よ うに脾細胞を抗 θ血清 と補体 と

で処理す る ことに よつて活性を失 うことか ら,移 入脾細

胞 中の活性を示す細胞はTリ ンパ球であ ることが明 らか

に され,更 に このH-2Complexの 適合性はKI領 域に

含 まれ ることが示唆 された。斉藤46)も細胞性免疫の発現

におけ るTリ ンパ球 とマ クロファー ジとの相互 作用 に対

す るH-2Cornplex適 合性の影響 について研究 を続け て

お り,免疫マ ウス リンパ球 と受容マ ウスのH-2Complex

が適合す る場合にのみ,リ ンパ球 移入に よる感染防御免

疫の伝達 が可能 である と述べ ている。

以上述べ た私達 の研究成績か ら少 しく考察を行 な うと

次の通 りである。(1)近交系やSPFマ ウス,更 に無菌 マ

ウスや ヌー ドマ ウスなどの出現は新 しい検査方法の開発

や学 問的 な薪発見 と相 侯つ て,結 核 の実験的研究の発展

に寄与 した ところが極 めて大 きい。無菌 マウスにおけ る

フ ローラの実験 で述べた よ うに,平 素実験に使用 されて

い る正常動物は各種 の微生物か らな るフローラの洗礼を

受けてお り,す でに前処置 された動物であ ることを忘れ

てはな らない。(2)結核に限 らず,あ らゆ る感 染症 の動物

実験について共通 していえ ることであ るが,"Genetical

 control, Disease control, Environmental control"さ れ

た実験動物を用いて,よ く規制され た環境で動 物実験 を

行な うことに よつて初 めて信頼 しうる成績が得 られ る と

い うことは,動 物実験 を行 な うものの常識 である。 しか

し,こ の条 件を充分みたす実験動物や動物実験室を用意

す る ことはそ う簡単 では ない。研究 目的に台致 した実験

動 物が た や す く入 手 可 能 な供 給 体 制,動 物 実 験 施 設,そ

の他 の必 要 な研 究 基 盤 の早 急 な整 備 が 望 まれ る と ころ で

あ る。(3)近 年 免 疫 学 の研 究 に お い て 免 疫 遺 伝 学 の 重 要 性

が 指 摘 され て お り,マ ウス に お い て は ヒ トのHL-A系

と の対 比 か らH-2系 が 重 視 され て き て い る。 我 が 国 で

は この 方 面 の対 応 が 著 し く遅 れ て お り,特 にH-2遺 伝

子群haplotypeが 明 確 に さ れ た 近 交 系 マ ウ ス,H-2

congenic系 マ ウス な ど を結 核 研 究 に 導 入 す る こ とが 必 要

で あ る。(4)我 が 国 の結 核 研 究,特 に基 礎 研 究 進 歩 の跡 を

回 顧 す る と,そ の大 き な推 進 力 とな つ た もの と して 文 部

省 総 合 研 究 結 核 研 究 班 や1960年 以 降 は 日米 医 学 協 力 計 画

委 員 会 結 核 部 会 の活 発 な 共 同 研 究 が あ る。 これ らの 研究

活 動 が 我が 国 の結 核 研 究 の 発 展 に対 し大 き な 貢 献 を 果 た

した こ とを 特 記 して お か な け れ ば な らな い 。

終 わ りに 本 特 別 講 演 の 機 会 を 与 え られ た 山 村雄 一 会長

に 心 か らの 謝 意 を 表 す る と共 に,上 田雄 幹,山 崎 省二 両

博 士 は じめ 多 くの共 同 研 究 者 の ご協 力 に 深 謝 す る。
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