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BCG乾 燥菌体の流動パラフィ ン抽出液の生物学的性質

国立予防衛生研究所結核部(部長 柳 沢 謙)

金 井 興 美 ・志 賀 康 夫 ●伊 藤 文 子

(昭和26年6月20日 受付)

1緒 言

加熱結核死菌 を流動パ ラフィン(以 下 「流 パラ」 と略

す)申 に浮游 して動物に接種す ると,そ の生理的食塩水

浮游液 では起 し得 ない強い永続的な ツベル ク リンアレル

ギ ーを生ず ることは,Couland(t)が 固形パ ラフイ ソを用

い た実験 に端 を発 して,Saenz(2),Hense1Pt),Rist(4)Fr-

eund(5),金 光(ff>,生沼(7)等多 くの研究者達に よつて確認

され,特 に岡等(3)の系統的 な研究は,生 菌BCGワ クチ ン

に匹適 し得 る動 物実験成績 を報告 してい るが,我 々も一

応 その事実を動物実験 で追試確認 し,且 つ人体接種後 の

そ のツベル ク リソ反応陽転効果について も経験 を得た φ

で,成 績 を「結核」誌上③に報 告 した。

M"ad〈 幼やReed及 びRiceα6)の 研究 に よつ て明 らか

である如 く,結 核菌 は水相 よ りも油相 に親和性 を有 して

お り,流 パ ラ中に浮游 された結核菌が,こ の油相を媒 介

と して,生 体組織 と生物学的に反応 し得 るか否かをみ る

ことは,こ の流 パラ結核死菌 ワクチ ソの作用機序研究の

一 端 として興昧 ある問題 であ る。す なわ ちこの ワクチソ

申の菌が生体 内で流パ ラの相 から少量ずつ絶 えず組 織液

の水 相に移行 して,生体 に抗元 と七 て作用す るか,或 いは

油相へ の・ よ り強い親 和性のため・常5流 パラの相に存

在 しうつ菌体 成分 を流 パラ申に溶解 して抗元 として働 く

ものか,ご 様 の考 え方が可能 であろ う。Ri8t④ は彼 の笑

験 よ り,流 パ ラ死菌 ワクチソよ り菌体を全 く除 いた溝液

には,な ん等生物学的作用のない ことを報告 してい るが

Hehre⑲ は結核菌 を含 んだ流パ ラの微 少な油 滴を水 に

分散 さして,こ の ものが単 な る結 核菌 の水浮游液 と同 じ

く,補 体結合反応 において同』 態度 を示 したことよ り,

流 パラ中に抗元物質 の抽 出され る可能性 を暗示 した。一

方,1939年 以来のChou。reun女 史の研究(tl・12・t8・t4)によ

つて,結 核加熱死菌の流 パ ラ抽銘液 中に抗元性の異 る二

種の物質が含まれ ていることが 示 され 注 目 を引い てい

る。我 々はまずChoucr◎unの 方 法に準 じてBCGの

乾燥 菌体 より流 パラ抽 出液 を作 り,こ の ものの毒 性,抗

元性,感 染 防禦性 について研究 し,洗 パ ラ死菌 ワクチ ソ

の作 用機序研 究の一端 とした◎

皿 実 験

ユ)BCG乾 燥菌体 の流 バラ抽出液の製法

ソー トン合成液体 培地上37。C4週 培養BqGを 濫斗

した。後,菌 体を濾紙 にて吸湿 しベ トリ皿に移 し,37。C

のふ卵器 で乾燥 した◎ この間,時 々菌体 を散糺 さして乾

燥 を促進 した◎約5日 間 で湿潤 質量 の大約1/4と なつ

て・それ以後 は殆ん ど変化は ない。 この乾燥菌体20gm

を流 パラ100ceに 混 じて50◎Cの 電気{亘温器中に48時

間放 置 し,そ の聞時 々麗搾す る。次 に4000R.P.M,で1

時間遠 心沈澱す ると・全 く透 明な薄い上清 と半濁状の中

間層 が菌塊 と分離す る。上のこ層 を僑量 のエ ーテルで禰

釈 し,更 に4000R・P・M・ で1時 間遠心沈澱す ると,今

後 は全 く透明 なる上清が得 られ る。 沈澱菌体 には,,ひ

う一度流 バラ50ee加 えて,同 州処置で抽出 しゼから遠

沈 し上清二層 を同様工 一テルで稀釈遠 沈 し,全 く溝澄と

なつた上溝を前 の上清 に加え るoこ の上溝 はBerkefeld

型細菌濾過 器Nを 通す ことに よつて菌体 は全 く除かれ,1

更 に減圧 で エ ーテル が除 かれ た。 得 ちれ た液は透明な

黄色叉は澄 黄色の粘稠 な流動状 の液体 であ る。 これを笑

験 に供 した。 海無
ヂ・

2)流 パ ラ抽堰液の抗元性について

a)抽 出液接種のモルモ ツ5に 与 え る ソペル ク リソア
㌔

レルギ ー 馬

体重300g皿 前後 の33匹 の健康reル モツ ト(10倍旧ツペ

◎ルク リンで陰性)を7群 に分 ち,第1群(3匹)は 無処

置,第 五群(3匹)は 流 パラのみ皮下へ0.50c,第 皿群(8

匹)は 抽 出液0・1ccを 皮 内接種,第W群(6匹)は10m鵬

x!0mmの 十字 を下腹部 に3個 乱切 し,抽 出液を塗布し

第V群(4匹)は 抽出液0・5eeず つ 筋 肉内接種 し,第W、

群(4匹)は 抽出液0・5ceず つ腹 腔内接種 し,第 理群(5

匹)は 生菌BCG30mgを 皮下接種 した。後,各 群動

物 を2週,1ケ 月,2ケ 月,3ケ 月目に100倍 稀釈隠「ツ∫

で,ツ ペルク リソアレルギ ーの発展 を追求 した。O・1ee

皮 内注射後24時 間の硬結の長短径をmmで 測定記載し

乗。成績 を第1表 として綜 括 したが,抽 出液O・1coの 皮

内接種の惹起す るッペル ク リソアレルギ ーが最 も強 く,

生菌BCG30mg接 種に匹適す るのが まず注 目される。

筋肉内叉は腹腔 内に5倍 量 の0.5CB接 種 して も,O・1cc

の皮内接種に及 ぽない こと,乱 切法に よつて も抽出液の

「ツ」反応陽転効果のみ られ ることは興昧があ る。又,ア

ル・ルギー一最twの 時 期が2,3ケ 月月になつてい るが,更

に長期観察す るため前笑験 の如 く,皮内接種群2匹,乱 切

上 に収獲 し,蒸 溜 水にて渥 液が無色 とな る迄繰 返 し洗潅 接種群2匹 のモノ涯 ツ トをを用 いて,8ケ 月にあたつて,

一12-一 一
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第 工表BCG乾 燥菌体の流動 バ ラフイ ン抽 出
み"液 接 種 の モル モ ツ トに与 え る ツ{ミル ク

リ ンア レル ギ ー(1)
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(註)第1,2表 にお い て ツペル ク リ ンア レル ギ ー

は100倍O.T.O.1cc皮 内接 種 後24時 間 判 定 で

反応 硬 結 の長 短径 を記載 した◎

d.は 死 亡

第2表iBCG乾 燥 菌体 の流 動 ・・ラ フ イ ン抽 肘液 接

種 の モル モ ツ トに.与え るツペ ル ク リ ンア レ

ル ギ ーζ皿)

浮溝鴻 生菌BCGv一 クチ ソ】m9/・。蒸留水浮游液及び純

溌パ ラをそれぞれO・1ecを 皮内接種 し,局 所変化を数 日

おきに観察 しtg・成緯 を第3表 として総括 した。 す な

わち流 パラ のみでは接種翌 日には多 少の無発 赤 の 腫 膜

が局所に見られ たが,2日 後 には殆 ん どみ るべき変化が

なかつた。一方抽撮液 では次第 に硬結 とな り,更 に発赤

は度を加 えて,頂 点 に痂皮 を帯び るよ うにな り,多 くの

場合更に潰瘍 に至つた難 しか も興味あ ることは,加 熱死

菌 一BCGlmg/cc流 パラ浮澹液 や生菌BCGlmg/ce

液の場 合よ りも変化 のつ よく長期続 く場合 の多い ことで

あ る◎叉対照動物においては18円 以後 から,抽 出液及び

加熱死菌流 パラ浮溝液接種局所に発赤硬結 を示 して きた

ことは,こ の時期になつ てア レルギ ーが増強 して きて,

局所 にまだと 黛まつてい た抗元 のため1〈t)chの 現 象を

起 した もの と考 えられ る¢

・ 更 に流 パラ抽 出液 に
。よつて感作 され たモルモツ トを用

いて同種実験 を行い,同 様 の成績 を得 た(第4表)e
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「ツJアレルギーを追求 した。第2表 に示 した成績の如 く

2～4ケ 月 目に最強 で,し か も皮 内接種 では,8ケ 月 竜

存続 し得 る如 くであ る¢

b)KOohの 現象 より観察 した抽出液 の抗元性

生菌BCG30mgの 皮下接種に よつ て,前 感作 されてい

る体重400～550gmの モル モツ ト8匹 に健康 モルモヅ ト

1匹 を対照 として,腹 部4ケ 所 に動物毎 に接種位置 を交

換 しつつ,流 パラ抽出液,加熱死菌BCGlmg/c¢ 流 パ ラ

)
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難離 灘 欝
局所潰瘍は定型的に穿掘 して,結 核性変化 を 思 わ せ る

が,最 後 には痂皮 を形 成 して治癒 して しまつ た¢顕微

鏡的 には,抽 繊液 による潰瘍変 化は潰瘍下 層 に出血部 と

壊死部 とを混えた細胞浸潤部が筋層に迄及び,そ の中に

は,巨 態細胞,単 球,白 血球がみられ,更 に結 合組織に

は充血 と浮腫が著明である○単 に流 パラのみ の接種局駈

には潰瘍はないが,叉 細胞浸潤 も少 く殊 に白血球の出現

が殆 んどない。 た 慧流 パラ滴の跡 と思われる塞胞が多数

見 られ る。抽 出液接種の場合は この室胞が少 く細胞 浸潤

が 著 しい趨

3)抽 出液接種 のモル モツ トに与 える感染防禦力につい

て

体 重350A・450grxxの 健康 モルモッ ト28匹(10倍1日「ツ」

で陰性)を4群 に分ち,第1群(10匹)は 対照 とし第2群

(7匹)に は抽出液0.1ecを,第3群(7匹)に は加熱死B

CGの 流動 パラ フイソ媒質浮游液1m9/。 ◎ の 屯のO・lce
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結 節な 饗もの
よ くさが して発見 し得 る程

度の結 節
一見 して数欄 の結節

やや多数 の結 節

非常に多数 の結節

雛4纏 し.

を,第4群(4匹)に は媒質に使用 した流動パ ラ ンインの

みO.1ceを それぞれ左 下腹部皮内に接種・7週後,有 毒懸

型結核菌H-2株O・1m9を 以 て右下腹部皮下に感染を行

い,感 染後6週 目に剖検,結 核罹患度 を肉瞑的に比較し

た◎その際,脾 の一一部 を切除 し,2%苛 性 ソーダの9倍

量 で乳剤をつ くり,そ のO・1ecを それ ぞれ4本 の小∫1陪

地に接種培養,4醤 後 の発生集 落数 を比較 したe

笑験終了迄 に3匹 の発亡 をみたが ・これはいずれも連

鎖状球 菌性肺 炎に よる ものであつた◎実験成績は第5表

に示す如 くで,流 動 パラ フィ ン抽出液接 種群 の病変は流

パ ラ死菌 ワクチン接種群 とともに流 パラ接種群及び無処

置対照群 に比 して軽 撒であ り,培 養成績に関 して も同様

の ことがいえ る0

4)抽 出液の毒性について

10匹 の体重340～460gmの 健康 モルモツ トの うち5匹

には抽 出液0.5cc,他 の5匹 には抽出に用いた流パラα静

ccを それ ぞれ腹腔 内に接種 した"3週 後,前 群 の動物は

100倍 旧rツ」に反応陽性 とな り,そ の うち4匹 は体重増'

加25gm～UOgn遊 示 し,1匹 は5gm体 重減少 したが}

いずれ も健康 であつた。後群 は409Ki・vgsgmの 体重増

加を全動 物が示 した◎解剖 を3週後

行つた ところ,後 群に は 全 く変

化 な く,腹 腔内 に滲出液 の存在も

発見できなかつたが,抽 出液接種

に よる前群 の動物は例外 なく接種

部位の皮下組織,筋 膜が肥厚 し,

滲出液叉 は膿 をみ る場合 もある。藍

叉大網膜 。横隔膜 。腹膜 にも肥厚

がみ られ,殊 に横隔膜の下面には

灰 白色の粟粒大,点 状の隆起結節

が多数み られた。 更に特長ある駈

見は大網膜 と左腎及び脾の被膜が

互に癒着結 合 して,こ れ らの器官

を互 に分離す ることが困難なこと

であつた。肝の表面,時 に辺縁部

に灰 白色文は黄緑色の結節,又 は

深 く肝実質 に及ぶ 硬い 病変 があ

り,・肺 にはCh◎ucr◎un(m>の 記載

した如 く肉眼的に粟粒大の結核結

節様の透明で光輝 を帯びた結節が

ツペ ル ク リ ンア レル ギPtは100

倍Q.T。0。1◎ ◎皮 内接 種 後
24時 問 の硬 結 の長 短 径 をrvann"(壷 培 分子

簸撫盤
1{分母撚

一14-

'

多数叉は小数発見できた。外観は

全 く有毒菌に よる結核結節 と区別

がつ きに くいφ組織学的 には目下

検索 中で後報 にゆず る◇叉抽出液

の与 建る ツベル ク リンアレルギρ

を研究 した際 に臨知 られ た 如 も

抽 幽液 のα5¢oの腹腔内r筋肉内接

種 によつて も動物は長 く生 存 し,



健康 を損 うことな く・正常 に体 重を増加す ろ(第1図)◎

。 第1図

BCG乾 燥菌体 の流動 パラフィ ン抽出液

O`5cc筋 内又は腹腔 内接種後 の体重変化

以上の実験 によつて,我 々はBCGの 乾燥 菌体の流パ

ラ抽出液が 抗元物質を含 んでい ると考 えたい◎Chou-

erounは 既に この抽出液 より,二 つの物質 を分 離 し,そ

の一つは類脂体 と炭水化物の複合体 であつて,そ の1Y

を健康モルモヅ トに接種 して も肺 に病変 を生 じ,且 つ防

禦抗体を発生 させ ると考え,も う一つ の物質は蛋白質性

のもので,ツ ペルク リンアレルゲ ンと考えてお 鉱,菌 体

成分の上から免疫 とア レルギーを分離 してい る¢

しか し,と もか くそれぞれの分 離分 劃を再 び流パ ラ中

に溶解して,動 物に接種 して いる原は興昧が ある心それ

自身では抗元性のない炭化水素である流 パラか,抗 元抽

出剤として働 くと向時に強力なAdjuvantと しての性質

も加わつて,こ の抽出液 の性質を形成 してい ると考 えた

いっ生菌BCG30mgの 大量接種 によつて も進行性 め

病変を起さず,肺 に結節を形成す ることも極 めて稀 であ

ることは,我 々が常にBCGワ クチン毒 力検定 に際 し

て経験 しているが,こ の量 の加熱 死BCGも 流 パラに

浮游 して接種す る際 には,肺 に多数の結節 を生ず るので

あり,こ れに関 しては既 に報告 しておい た(o㌔ 故に病変

を生ずるとい う立場 から毒力の問題 を考 えて も,毒 力は

単に菌体成分 のみの問題 でな く,更 に生物学的な窃生 と

い弓現象を決定す る要因 と関連 してい るのであ る。この

ことは肺炎双球菌を中心 としたDu60s〈rv>の 綜説 から も

理解されるところであるe我 々はBCG乾 燥菌体 の流パ

ラ抽出液が単に抗元物質を含有 して繭 るとい う事実のみ

ならず,流 パ ラのAdjUvaxtと しての作 用 も考慮 して,

な

この ものの生物学的作馬 を考 えたい○.

Iv総 括

1)BCG乾 燥菌体 よ り流動 パラ フィンで抽 出液 を調製

したむ

2)抽 出液OJe¢ 皮内接種はBCG30mg接 種 に匹適

す るツベルク リンア レルギ ーをモルモッ トに与える。

3)K《)chの 現 象の上か らも,抽 出液は強い抗元性 をも

つている¢

4)抽 出液0・1cc皮 内接種で免疫 されたモルモツ トは有

毒 人型菌に よるご次感染 に対 して著 明な防禦力 を示 し

た0

5)抽 斑液O・5ecの 腹膣内接種後3週 に モルモツ トの肺

に結 捜結節様病 変を発見 した◇

棚筆 するに当つて御指導 を賜 つた柳沢部長 と,組 織

検鏡 所見 を御 指導下 さつ た予研 病理部江頭 博士 に深謝

する◎ 曳
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