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明に靴のワクチンの感染防禦力を知 り得たのであるが、

この際の免疫抗元とツペルクリソアレ・をギーに於ける抗

元とが全 く同一であるか否かはこふで決定 し得ないし、

又アレルギーと免疫との関係は特に結核症に於ては諸家

の意見が一致せず、今 こ エに論 議を繰 返す暇はない◎

Rδ磁αr1・2,3,)に 依 るモルモツトに於ける動物実

駒 硯 ても・徽 症に於ける簸 とアレザ ーは罫

関聯 し合つてお り、例えばKochの 現象にしても、これ

を免疫とみるかアレルギー反応とみるかは非常に困難で

あつて・結局目的論的に考えれぱ、この現象によつて感

染防禦された場合には免疫現象となるのであろう。我々

の実験に於て・即ち皮下感染とい う条件のもとに於て、著

明なる感染防禦が得られた事は、このワクチソのツペル

クリン惹起能力と如何なる関係にあるかは将来更に分析

的な研究を必要とするであろう。 ・

IV綜 括

藤

①流動パラフィソ中に浮游せられたる結核加熱死菌欲

生食水浮游のそれに比 して、はるかに強いツペルクリy

アレルギーをモルモツトに与えるo

②流パラ死菌ワクチン接種によつてモルモツトは感染

防禦力を得る。

③以上は乱切又は乱刺接種法によつても可能容あるっ
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結核菌並びにBCGの 均等培養に関する研究

第1報 好 適 培 地 の 検 討
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Kochの 結 核菌発見以来、結核菌並びにBCGの 培

に閃する研究は多方面にわたり詳細に行われているが、

これを液体培地内に均等に培養すること拡 きわめて困

であり、 したがつて李等浮游液を作 るには一定時間磨

せねばならず、しか もなお大小にかかわらず菌塊の存

は否定できない現状である。

先人D、2)}3)、4)に よ り行われた結惇菌並びにBC

Gの 均等培養に関する研究を通覧すると主として、振

操作を加えること、非抗酸性型をうること及びR型 か

S型 へ変異 させることに太別 され、そのいずれか、または

い くつかを併用することによりこれに成功 したとい う

告は多数に上つている。 しか し完全な均等培養を毎常

実にうることはきわめて姻難な事実のように思われる。

私は振1憂によりこれをえようと企て、まずその第1楷

梯 としてこのさい用 うべき培地を種々検討中、最近に至

つてこの方面にi新たな知見を加える成績をあげることが

できたと考えるのでここに報告する次第であるっ

ま し

ご1子 備 実 験

1人 型結核菌Fr融kfurt株(以 下人F株)
、牛型結核菌B

』15株 及びBCG株 の各1憩9/00生 塩水 孕等 浮游 液1滴

i(1/4注 射針)をKirch嚢er培 地 に移植 して血温 に保ち、

1日2回 ずつとりだ し毎分約200回 、10分 間宛手振 り

法によつて振盟 しドその後は再び血温に還 して培養を行

iつ た。

このようにすると振盟開始後3～4日 頃から培液は濁

濁 し・静置すると潮濁は幾分減じて管底に雲架状物が堆

積 してくる。この雲架状物は培養 日数がたつにつれて豊

富となり、この申にも培液中にも多数の結核菌が証明さ

れるが・その雲架状物の所見は一般 に行われ る静置培養

にみられるような謡塊状の堆積ではなくて繊細な柔かい

感 じを与えるものである。これを軽 く振翌すると培液中

に潴Lて 肉瞑餉に均簸寿縣燃 〉カス諾ハ誘で靭}入,ム
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る。

このような懸濁液から釣菌 して鏡検すると増殖 した結

核菌は多数が単孤菌の状態に分散 してお り、それに混 じ

て大小の菌塊が証明され るが、静置培養にみられ るよう

第1表i

な著 しく大きな菌塊は少なぐ、糖々500個 以上1,000～

2,000個 の菌体よりなる程度のものにすぎない。

単孤菌と菌塊との分布状態は第1表 に示すとおりであ

る◎

Kirchner培 地振盈培養菌液中の単孤菌 を菌塊tの 分布状態

処 麗 菌 株 単 孤 菌

1

E

菌 塊 中 の 菌 数
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St:菌 塊騨 孤齢 … 個をかぞえる間にみとめら糠 ものでo内 は全菌撒 耐 する該eszaox度 を示ナ

第2表 静置、振盈両培養菌の菌長比較(Kirchner培 地)・

菌 株 培 養
'

0.知 以 下 つ ゐ～0・無 1。0～1.9"

1

2.0～2.9μ 、3・0～3.9←

1

4諏 以上 平均菌長

人F

(8週){振

静 置 5%8% 29%陣 13%
{

3%β22粋

盈 6〃 7〃

1
32"1翌" 11〃 3〃 μ98〃

ξ

8CG{

(4週)

き

静 置

F

6〃111〃
…

53〃 25〃 4"{・"㌦56"
…

絵 盈h、.
{1

・5"!46"22",4"

…

2〃{L55〃

註=各 例 とも菌体200個 についての成績

毒このような結核菌の分布は培液の任意の部位から証明

できる◎これらの結核菌は第2表 に示すように形態学的

に多形態性を示しは したが、一般 に幾分菌長短縮の傾向

がないで もなかつた。抗煮沸性は人F株 では12/30"、B

CG株 ではli50Stで 、対照静置培養のそれは各13'3「ott、

2「15"で あつた。,

興味あることには結核菌を移植 しないKirchneit培 .

地 に於ても振蜷によつて同 じように雲架状物が堆積 し、

培液の溜濁をも軽度ながら招来 しだのに、血清グリセ リ

ン肉汁では結核菌を移植 しないさいには、ζの現象は殆

どみられなかつた◎この理由は審iかでないが培液申の塩

類と関係があるのか も知れない。

いずれにせ よ以上の予備実験により、更に培液に検討

も加え、かつ振遷時聞及び振盛方法などにも工夫をこら

せぼ結核菌並びにBCGの 均等培養は必ず しも困難では

ないと考えられたので以下のような本実験に入つていつ

たo

II本 実 験

A・ 供 試 菌

鳥型結核菌及び非病原性抗酸菌からは単に振量するの
'み
で比較的容易かつかなりの程度に均 等 培 養 が え ら

れ、ことにS型 菌においては特にi著明2)、4)で あるので

これ らは研究の対象から故らに除外 し、実嚢には主とし

て人F株 を用い・附随的に入型菌H・ 株、同青出B株 、

牛型菌RM株 、同B15株 及 びBCG株 を も使用 した◎
ず

B・ 供 試 倍 地

1・ 血 液 成分 を含 有 しない 培 地

a)3、5、10%グ リセ リソ肉 汁 、Khch丑er基 液
、

Sauton倍 地 。

b)1%活 性 炭 加Kirehner基 液 、同L◎ckemaBn

変 法倍 地5)・ 同Staut・n倍 地 、 同 グ リセ リン肉 汁 。

2・ 血 液 成 分 含 有 培 地

a)10%血 清 加Kitehller培 地 、15%加 熱 濾 過 牛 」血

磐

薬

一一一19-_

夢
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溝アルブ ミン加Ktichner培 地(以 下アル ブ ミ ソ

Kirchner培 地)。

(注=加 熱濾過牛血溝アルブミンの作 り方6>一 一血清

に1NHCLを 加 えてpH2・0～2・5に して20分1聞65。

～70。cに 加熱.直 ちに冷却後 ヲi。NNaOHを 加えて

pH6・5に もどす◎ このさい生ず る豊富な沈澱は主とし

て変性グロブリソであつて、アルブミソは大部分変化を

うけずに液中に残つているので、これを遠心沈澱するか

濾過すれぼ不溶性の蛋白は除かれてアノレ六 ンがえられ

る。微細なコVイ ド状を呈 して分離困難なさいにはpH

5・0に して茄熱 した血清にエ・・テルのような水に不溶性

φ揮発性溶媒を加えると効果的である。Dubosは このよ

、うにしてえたアルブ ミソを細菌濾過管で除菌して用いて

いるが、経験上、操作を無菌的に行えぼその必要はなぐ、

塗お残つているかも知れない有機溶媒を鰹去する意味で
55。C30分1～2回 加熱 す れ ば 十分 で あ る。)

b)10%血 清 グ リセ リソ肉 汁 、15%ア ル ブ ミソ グ リセ

リ ン肉 汁 。

c)(L2%寒 天 、0・5、1・0%ゲ ラ チ ン
、0.5、0.05、

0・005%ロ デ ア リン及 びO・5、1.0%サ ボ ニ ン各添 加Kir-

ehner培 地;O・5、LO%サ ポ ニ ソ加 ア ル ブ ミ ソKi,ch-

ner培 地 、同 血 清 グ リセ リン肉 汁 、同 アル ブ ミソ グ リセ

リン肉 汁 。

3・ 流 動 パ ラ フイ ソ添 加 培 地

流 動 パ ラフ ィ ンを培 液4cc'に 対 して駒 込 ピペ ツ トで1

～2滴(約0・04cc)滴 下 した血 清 加KiTehner培 地 及 び

ア ル ブ ミンKirchner培 地 。

C・ 笑 験 方 潜

上 記 の 供試 各 菌 株 よ りの各 菌 液 を前 出 予 備 実 験 の 場 合

と同様に供試各培地にそれぞれ移植 し、管口臓封後血温

に保ち、毎 日とりだし、室温で毎分200回 転 の電気振盈

機に4～8時 間かけて振澱 し、その後は再び血温に還 し

て静置培養した◎

D・ 実 験 成 績

ユ・血液成分を含有 しない培地における成績

活性炭を添加したL◎ckemann変 法 培 地 並 び に同

Kir面n硫 基液では緩徐な発育の観察 される場合もあつ

たが菌の分散状態は十分でな く、かつ炭末のため培液並

びに染色標本が汚染されるので好適でなかつた。その他

の培地ではいずれも発育が認められなかつた◎

2・ 血液成分含有培地に於ける成績

血清加Kirchner培 地及びアルブミンKinehner培

地 では 菌株によら、また同一菌 株で も培灘}に より

多少の差は認められたが かな りの程度の拡散状態が

観察 され肉眼的に均等な湖濁を示 した。
き

アルブミンKirchner培 地 では、Kirchner培 地に比

べて振畳、.静置両培養とも培養初期第2週 迄は明かに発

育が促進 され、非乃至弱抗酸性型菌も23～36%に 出現

したが・その後はKirchner培 鞄 のそれに干行 した発育
,

程度を示 した抗酸性のある菌となつた。

第3表 に示すように、両培地内ともに肉眼的には均等

な溜濁を示 しても顕微鏡的に仔細に観察すると、大多数

は単孤菌であるが、その申に小菌塊 も必ず しも少なから

ざる頻度で混在 していた。その菌塊は培養 日数がたつに

つれ、大きいものでは100～500個 あるいはそれ以上の

i菌 体が集つて、Bloch7)の い う特異な紐状(COrd-form)

を形 成した(図1)。'

づ

ノ穣

。.石 し へ

{タ}

ヤ
図1

C◎rd-form

翻
欝嫌

笠

》

ド
＼
'.メ

、

～

も.

図

C◎rdの 分 散 、 円 滑 化

蜻 グリセ リ璃 汁、アルプミソグリセリン肉汁の場

合もほS"同 様(第3表)の 成績であつたが、後者において

は非乃至弱抗酸性型菌が25～48%と い う、より高い頻

度に出現 し、第4週 以後 も毎常視野にこれが認められ而

〈9(;・ 一「.'"4・
・
,,へ'-E'S"ih

鐵鱗
ξψ 一 〆 一 ・ぐ

ノ威 、.満幽 ・ 、
、ノ'、隙 一

畠 姻「 ・鴨

2図3

流パ培地振盈培養図

も形成 したコー ドも柔かい感 じであつた。

寒天、ゲラチン各添tuK五rchner培 地 ではKirchner

培地 に比べて発育がおくれたが菌の拡散状態及びCord.

fermは 量乃至頻度こそ少ないがKirchner培 地 同様に

毒
一__20～_
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第3表 各種培地振澱培養菌液中の単孤菌と菌塊との分布状態

}

処

置
培,地

菌

株
単孤菌
1菌 塊 中 の 菌 数

f
・
、1

9讐 迄 1・・ん ・9コ12・-29コ 13・-3申 一49"
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5
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註:数 字拭第1表 に準ず

観察された。 』

またロデアリyを 添加 して竹内3)の い うように非抗酸

性S型 菌を求め、同時に振盈することによつて均等培養

をえよう・と試みたが、非抗酸性型菌は全然出現 しないわ

けではなかつたとしても毎常みられるとい うようにはな

らず∫その頻度 も12～27%に すぎず、またこれによる

均等培養も遂にえられなかつた。すなわちこのさいの菌

の拡散状態は第 ぎ表に示すように、かなり大きい菌塊が

相当の頻度において混在 していた。
ヒ

サボニソ添加培地による培養 もまた占部Dら 先人の報

告にもとついて上記同様の意図の下 に行 つた のである
ぶ

が、なるほどこのさい非乃至弱抗酸性型菌は多少な りと

も多く出現 し(ユ6～48%)、 ことに瀞置培養例では液薦に

菲薄稻湿潤性の菌膜を形成 しそこに穿抗酸性型菌が多数

観察 されたが、それも培養日数がたつにつれてチ リメン

ジワ様乾燥菌膜となり、完全な非抗酸性化はみられず次

第に抗酸性型菌になつた◎この振盤培養例でも完全な非

抗酸性化はみられず、小菌塊 も初めは柔かい感 じであつ

たが次第にコードを形成するに至つた◎なお菌の発育は

サボこソ添加1%で は多少抑制されたが同0・5%で は

Kirchner培 地 と変 らなかつたし、単孤菌の分布も第3

表に示すように大同小異であつた。しか し淘濁度はよ り

軽度であつた。

3・ 流動パラフイソ添加による成績

BIQch7)に よると、結核菌は密接に弔行 した排列をと

りながら発育して特異な紐状(C◎rd-f◎rm)を 形成する
ま

が(図1)、 この現象は有毒株及びBCGに 特異であつ

て、この菌性のコrド はパラフイソ油や石油工一テルの

・ような炭水化物の中に濡らした菌を入れると容易に分散

するという◎

警
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そこで試みにKirBhner培 地振齢培養結核菌液(前 出)

1白 金 耳を載物硝子上にとり。M被覆硝子でおおつて鏡下

・に観察 しながらその一端に流動パラフィン(以下流パ)を

おいてみた許ころ・流パは徐々に被覆蛸子下に侵入 し・

小菌塊に近づくとサツとそのまわ りをとりかこみ、次い

で掃くように鏡下を通過する。このさい引きだすように

菌塊をときほぐして不完全ながら単孤菌の状態を作 りだ

すのがみられるゴこのことから流パに結核菌の形成コー

ド緩解作用があるのかも知れぬと考えられたので次の実

鹸 を行つてみた。

すなわち、人F株 を4週 間振鐙培養 したKirchner培

液4ccに 駒込ピペツトで流パ1滴 を加え4時 聞振鍛後

載物硝子上にその1白 金耳をとり、拡げないでそのまま

染色鏡検 した◎その結果は単孤菌が全視野に豊富かつぼ

ぼ均等に分布 し、それに混 じてなおコー ドの形態を残 し

ている小菌塊が観察 された(図2)が 、これらは従来のよ

うな練状の突起を示さず、辺縁は円滑で個 々の菌体も密

着せず不規則にならび、全体 として柔かい感 じを与え、

疎 な結合状態を乏る傾向を明かに示 していた。

以上の知見から、5分 侵試験管に、Kirchner培 液4cc

を入れ、液面をおおつて しまわないようた駒込 ピペツ ト

で流パを1～2滴(約0・04cc)滴 下 しt前lli同 様 にして

人F株 、BCG株 各菌液を移植 して振盛培養 した。、

培養1週 後、結核菌移植の有無にかかわらず培液は白

濁 して透明性を全く失い、数時間静置しても液面にやや

鮮明な白輪を生ずるだけで沈渣はなく、白濁度は依然均

等であつた。仔細に観察すると結核菌を移植 しないもの

では移植管に比ぺて白濁度が低いがその差は極めて軽微

であつて、これによつて菌の増殖の有無を判定すること

は不可能であつた。鏡検所見は予期 したように孤在の状

態に増殖 した多数の結核菌が証明され、その間に点々と

微小菌塊が観察 されたが、培養日数がたつにつれて単孤

菌はますます豊富になつた。第3表 に示すように前出の

各種培地振盟培養菌の場合に比べて菌塊の混在は驚く程

少く、その菌塊 も菌数10～20個 程度迄のものが多く大

きいものでもその菌数は100個 前後にすぎなかつた。

このような菌塊自体は束状の発育を示す もの もあるに

は あつたが極めて稀で、多 くはいわゆるコー ドを形成せ

ず、図3の ような柔かい感 じのする球状の疎な菌塊とし

てみられ ることが特異であつた◎

このさいの結核菌の抗酸性は対照のそれと変らず、形

態は穎粒状、毛状、轡曲状、球菌状、棍棒状等いわゆる

多形態性を示 し、かつ長短種 々であつたが、一般 に短桿

状のものが多 く、準均1・5～2.Opの 菌長をもつようで

あつた。

培養 日数がたつにつれ、また培養を累ねるにつれて単

孤菌はより豊富になり、反対に菌塊はその頻度を減 じ・

かつ小 さくなる傾向を示すが、澗濁度については一・度白

濁すればそれ以後は証明できる程の白濁度の増加はみら

れなかつたから、これは先 にも述べたように菌の壇殖の

めやすとはならないもののように思われた。

4.振 澱培養による結核菌並びにBCGの 発育量

培養例により、また菌株によりあるいは供試培地によ

り結核菌並びにBCGの 発育量は多少の動揺を示 しは し

たが、前出の移植菌量でKirehner培 液4ccを 用いた

場合には、流パ添加の有無にかかわらず振盤培養4週 で

固形培地上発育の該菌よりの大体 ユmg/cc菌 液 に匹敵

する発育量を示すようであつた。このさい対照静置培養

管と発育量を比較することは比較的困難であつたが、そ

の菌膜及び菌塊をできるだけ残 らず釣菌 して同量の革等

浮游液を作つて比較 してみると、著 しい差はなかつたが
き

振賜培養管では多少発育が劣るようであつた。

む す び

私は結核菌並びにBCGの 均等培養を うるたあに振盟

法を援用 し、まずそれに用 うぺき培地を種々検討 して大

体次のような成績をえた。 ・

(1)血 液成分を含有 しない培地ではいずれ も結核菌並

びにBCGは 発育 しないかまたは発育豊富でなかつた。

② 血液成分を含有する培地では添加物の如何にかか

わらずかなりの程度の均等培養がえられたが、いずれ も

いまだ満足すぺきものではなかつた6

あ(禦と襲瓠 踏 鷲 懲 疎 鑑簑鰻
プミソKirchner)lg地 に添加 して振湯培養 したところ、

極めて容易かつほぼ完全に均等培養を うることに成功 し

た。

{4)振 盈培養による結核菌並びにBCGの 発育量は培

養4週 で固形培地上培養該菌よりの大体1mg/cc菌 液

に匹敵する程度であつた。

〔流パ培地における各型各株振盈培養結核菌の形態学

的、生物学的、並びに免疫学的事項 について、ことにBC

Gに っいてはワクチンとしての価値などについても目下

研究中であり、更によりよき均等培養を期 して培地及び

培養方法の改良についての実験をも引続き行 うつもりで

ある。〕

(稿 を終るに当 り、終始御懇篤な御指導と御校閲を賜

つた恩師占部教授に深謝する。)
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Vole Bacillus (Wells) に関する研究

第1部 毒 力 に 関 サ る 研 究

国立予防衛生研究所 結核部(部長 柳深 謙～

室 橋 豊 穗 関 又 藏

高 野 袈 裟 男

匪 循 養

1937年A。Q。Wellsに よつ て イ ン グ ラ ソ ドのField

VoIe(Microtusagrestis)か ら分 離 され て以 来
、 温血.

動 物結 核 菌 の1新 株 と して のVoIeBacilIusに 関 す る

研 究 は 、主 と して イ ギ リス及 び ア メ リカ にお い て 行 わ

れ ・なか んず くGriffith,Brooke,Grasset,Birkhaug,

Cerperな どに よ り、 形 態学 的 に も免 疫 学的 に も詳 細 な

研 究 が報 告 され 、加 之BirkhaugやweUSな どに よ

第1図 体 重 曲 線

り、小規模ながら人体に接種を試みた成績 さえも既に発

表せられているが、わが国においてはこの菌株を入手 し

得なかつたために、これに関する研究は従来少しも行わ

れていない◎幸いに して昭和24年8月Dr.Ar◎ns◎Bの

好意により柳沢博士宛分与を うけた菌株を用いて毒力に

関する動物笑験を行い、いささか成績を得たので報告し

ようと思5。

12葵 験 方 法

分与された菌株をまず鶏卵培地(岡 、片倉及び小

川)に 移植 したが、初め発育速度はきわ め て 遅

く・6週 後において漸く集落の増加を認める程度
弓

であつたが、移植を重ねるに従い、3週 頃から集

＼ 落の増殖を認め得るようになつた亀鶏卵培地上の
、 集落は白色で小 さく

、硬 く、表面は粗で、長期間

保存 して大きくなつた集落は、その申央に特徴あ

る陥凹を形成する(培 養については稿を改あて報

告する)。

移植は鶏卵培地より更に通常の馬鈴薯培地や各

種の液体培地へも試みたが、当初はそのいずれに

'も 発育があまり思わ しくなかつた
。したがつて本

笑験を行 うに当つては、鶏卵培地上の集落を掻き

坂 り、吸湿秤量 して所要濃度の菌液を調製するこ

ととした。

K使 肌 たV・leBa
・illusは、岡、片飾 騨

H培 養のもの・BCGは 牛阻汁加 グリセリソ馬鐙

薯培地からグリセリン水馬鈴薯培地を経 てSau-

ton2代 の ユ0日培養のもので
、共に手振法によ

り2mg/ccの 菌液に調製 した。

烹 体重300～350gの 雄性モルモツ ト30頭 に予め


