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結核菌並びにBCGの 均等培養に関する研究

第3illliE 流 動 パ ラ フ ィ ン 加 血 清Kirchner液 に よ る
』

振盟培養BCGの 生存期間について
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(こ の研究は文部省科学研究費によつた。占部)

平等浮游結核菌,殊 に生菌 ワクチ ンとしての均等浮游

BCGが 調製後比較的短期聞の保存 によつて著 しく生菌

数を減少 し,生 菌 ワクチンとしての意義並 びに有効性が

速かに減殺 されることは・今 日なおぜCGの 免疫元性 に

対して疑義 を抱 く人 々によつて強 く指摘 され ているとこ

ろであ り1>一一3),これが対策 については多年 に亘 り研究 さ

れてきたが未だ充分 とはいえないよ うである4)-s)。他方,

凍結乾燥 法によりその有効期闘 を延長 しよ うとの試み も

数多 く之)-16),今 日か な り見 るべき成績 をあげ うる域 に

達 してきてはいる ものの,そ れ とて もなお未だ しの感が

あり,今 後の検討改良に挨 つ点が多い。

ところがDubosら28)・3DはTweell80-Albumin培

液における拡散培養BCGの 生存数は6週 間 冷蔵後 もな

お新鮮なもののそれ とえらぶ ところが ないと い つ て い

る。そこで今回私は,既 鞭?)μ3)の 私の所謂流動パ ラフ

イソ(以 下流バ)加Kirchmer液 に よる振盈培養の結 果

えられる,均 等 なBCGの 生存期 聞 について在来の手摺

りBCGの それ と比較検討 しでみる ことと した。

婁 験 互

A)供 試 ワクチン並 びに実験方法

.Aワ クチン:既 報17)・18)の流 パ加KirGhner液 によ

る4週 聞振 澱培養BCG液(鏡 検kほ ぼ手摺 り1m9/ce

菌液に匹敵する含菌量 を示す)。

Bワ クチン:流 パ加血清 アルブ ミンKirchner液 に

よる同上振鑑培養BCG液(同 上)3

Cワ クチン;血 清加Kirch・leご 液に4週 間静置培養

の液面菌膜 よ りの生塩水 によるテ摺 リ ユmg/ccIうCG液 ・

上記3種 ワクチ ンより生塩水を以 て各10峨 稀釈液 を

調製 して3◎ ～10◎Cの 氷室に冷蔵 してお き,毎 週 それ

ぞれ より5本 宛の卵培地上 にe・1ccず つ移植後4週 間

37ecに 培養 し,そ の さい発生す る集落の量 乃至数 をよ

みとつたe従 つて該 移植菌量は各10-4m9で これ は乾

燥BCGワ クチ ンの検 定規準恥 に一致 する もので あるe

なお以 下述べ るワクチソの種類A,B,Cは 凡べて生塩

水による10-3稀 釈液 を指す ものであるe

B〕 実 験 成 績

各 ワクチンよ りの発生集落平均数は表1に まとめた◎
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数宇 は斎5本 の岡 。片倉培地上における発生平均 集

落数 を示す

第1表 に示す ように,ワ クチ ン調製 直後 その10-4mg

菌量 の卵培地 移植 ではA,B,C各 ワクチ ソとも多数 の

集落を発生 しそれ らの闘にみ るべき生菌乃至生存 菌塊数

の差 はなかつたが,冷 蔵期 間が長 くなるに従い ワクチ ン

の種類 によつて著差が認め られ るよ うになつた。す なわ

ち,A,B両 ワクチ ソではCワ クチ ンに比 して その中に含

まれ る生菌乃至菌塊の生存期聞が確かに長 く,し か も調

製直後 より短期聞内 には急激 に死菌ぷ増 加する もののそ

の後 は比較的安定 な期聞が読いた。 この ことは乾燥 ワク

チ ンがその10幅 輸g移 植 で集落 を発生 し うれば可 とされ

て いる点からみると,生 菌数に関す る限 りA,B両 ワク

チ ンは乾燥 ワクチ ンに劣 らない ものと見得 べ く,ま た生

存期聞か らいえばA,f)両 ワクチンは生塩水に よる手

摺 りのCワ クチ ンに遙かに優 る もの といつ てよか ろ う。

しか しここで考えねばならぬ ことは,供 試 した ワクチ

ンはいずれ も原液 を冷蔵 した ものではな くそれぞれ より

の10-:9稀 釈液 であるとい うこと及びCワ クチンの媒質

が凡べて生塩水 であ?た のに対 して,A,B両 ワクチンで

は生塩水で各rO-gに 稀 釈 したとはいいなが らなお原液

としての血清加 乃至血清 アルブ ミン加Kirchner液 の成

分が多少な りと も含まれ ていた筈である とい うことであ

つて,既 に ワクチ ンの濃度が高い程長 く生存に耐えると

い 蝦 告$)・⑳)・21)や,血 勘 気分の菌保護作用22)-25)に

関す る知見等 よ りしてこれ らの点は再検討 を要す るもの

といわねばなるまい。そ こで次の よ うな実験 を行 うに至

つた。
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実 験11

劫 供 試 ワ ク チ ン並 び に笑験 方 法

aワ クチ ン:実 験1のAワ クチ ンに同 じo

l,ワ クチ ン:血 清 加Kir◎hscerに4週 間 静 置 培 養 の

液 面 菌膜 よ りの,同 種 培 液 に よ る手 摺 り1itng/ceBCG

液 。

土 記 の 両 種 ワク チ ンを 原液 と し,そ れ よ り生 塩 水 を 以

第2

て それ ぞれ10-1,10-2及 び10-3の 各稀 釈液 を調襲

して3・ ～…91の 氷室 に臆 してお き,毎 週それぞぺ

より3本 宛の卵培地 上 た各O・1ecず つ を移植後,前}胴

様 培養 した。

恥 実 験 成 績

実験成績は一括 して第2表 に掲げ た。
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駐:Vク チ ンの種類a・b.は 本文参 照

"。は発生集落数多数で数え られないもの,冊 は100=以 上の集落数でほぼ数 えられるもの

数宇 は各3本 の岡 ・片禽培地上 における発生平均集落数 を,そ れぞれ示す

表2に 示 され るよ うに,原 液並 びにXO-1稀 釈液 よ り

の発 生集落数はa?b両 ワクチ ン共に冷蔵10週 後に至

るもなお無数乃至多数で,両 ワクチン尚 には殆 ん ど差が

認 められなかつたが,10-2及 び10-3稀 釈液 よ りの も

のではaワ クチソの方がhワ クチソの場合 よ りも生存

翔悶が より長いことが判つた鍛

す なわち,10-3稀 釈液の場合 にはbワ クチ ンよ りの

発生集落数は冷蔵1週 後において既 に遙か にaワ クチン

よ りのそれに劣 り,3週 以 後には激減 し,生存期聞 につい

てみて もaワ クチ ンの7週 糊 に対 して よ うや く5週 間

にす ぎなかつたeま たbワ クチ ンと実験1のCワ クチ

ンとを比較 してみる と,冷 蔵1遡 後頃迄は両 者共生 菌数

の減少度 において殆ん どい うべ き差依なかつたが,そ の

後 の経虚 をみ るとbワ クチ ンの方がCワ クチソよりも生

存期閥 が比較的 長 く,Cワ クチ ソでは3週 後 には既 に集
メ

落の発生が なかつたのに対 してbワ クチ ンは細 々なが ら

5週 後迄 はその発生 を維持 しえていた◎

10』2稀 釈液の場 合に もa,b両 ワクチン間 の発 生 集

落 数の関係はほぼ上記 の10講 稀釈液 の場 合 と同様 であ

つ たが,よ り濃摩液であつたためか この さいには両 ワク

チ ンと もその生存期問 の延長が認 められたΦ ここに注目

すべ きことは,こ の場 合のbワ クチ ンと先 のIO-3稀

釈のaワ クチ ンとの関係であつて,冷 蔵4週 後迄はなお

このbワ クチ ンよ りの方が より多数 の集落を形成 したが,

5週 後 では両者 よりの集 落が ほぼ同数 とな り,6週 後に

はむ しろ10-3稀 釈のaワ クチ ンよりの方が このbワ

クチ ンよ りの集 落発生 に比 して よ り多 くなつた◎すなわ

ち,ワ クチンの生存期聞 は10-3稀 釈のaワ クチンの方

が10-2稀 釈のbワ クチンの場 合 よりもより長いとい

うことになつたのである。

考 按

以上2つ の実験か ら,流 パ加Kirchner液 による振

盤培養1;('Gの 生存期 聞は,手 摺 りBCG液 の生 塩 水

又は血清加Kirchiter液 のいずれを媒質 とした もの よ

りもかな り長 いことが判つた◎

実験IIIのa,h両 ワクチンにおいて原液及 び10-1稀

釈液 の状態 で冷蔵 した場合 には,10週 後 に おいて も未

だ両 ワクチ ソの閥に生存期闘②差が認められず,か つ共

に無数乃至多数の集 落発生 をみたのであるが,こ れ らの

a,b両 ワクチ ンが究極 どの程度迄生存 し,そ のさい 両

者 の間 にどの よ うな差 を生ず るか とい う点についてはな

お今後の検討 に依iたね ばならないが,こ こに示 した成績

に関する限 りワクチンの濃度 とその生存期間 との聞には

密接 な関係が あつて,そ の生存期問はその濃度が高い程

長 くなる ものであ るとい うことを物語る ものと思われ るe

既に この関係 については柳沢 ら20),細 沼21),盤 藤ら9)の

一 一 一,。12-…



報告があ り・おおむね これ らのi業報 と一致す る ものの よ

うであつた。 「

ワクチソの媒質 とその生存期 間 とに関 しては既に吉田

es),海老名27),柳 沢 ら2◎)・佐藤 らs)の 業報があ り・ ま

た][短bosら28)は 氏 らのTweek80-Alh聰mk孟 培液で拡

散発育したBCGそ のままで長期 開保存 に耐 えると述 べ

ている。他方乾燥 ワクチ ン調製用媒 質につ いては舌聞$),

林9),加 藤13)・岡田らee)の業報があ り・ これ らの報告に

よれば液体 ワクチン,乾 燥 ワクチ ンの別 をとわず,研 究

者によつてその保存用媒質 に関す る見解はい くらか相異

しているよ5で あ るが,笑 験1及 びlllを通覧 して判 るよ

うに私の成績 では,生 塩水 による手摺 りワクチ ンの生存

期間は10-8mg菌 液 の状態で冷蔵 した場 合には,流 パ

加Kirchmer液 並 びに同血満 アル ブ ミン加KirchMer

液による振盟培養BCG液,及 び血清加Kiτch欝r液 に

よる手摺 りBCG液 よ りの,各 生塩水 による同程度稀釈

菌液の同様冷蔵 された場合 のそれぞれの生存期間 に較べ

て遙かに短 く,冷 蔵3週 後 に既 に還元培養陰性 となつたe

勿誰かか る差 は単一な因 子に よる ものではあ りえないが,

i実験1のcワ クチン以外は凡べて血潜成分 を含 むKir-

ehner液 を基液 と してい る点 よ りして,も しDgb◎s22)-

es)らのい5よ うに血清成分に菌発育促進作用のみならず

雁 作用もまたあつて死菌増加 を麹棚す るものであるな

らぼ,ワ クチ ン申の1血溝蛋 白が,た とえその含量 は微 々

たる状態に稀釈 されているとはいえ,や は り生塩水 を基

液としたものの場合 に比 して ワクチ ンの生存期闘延長 と

いう点で若干 の役割を演 じてい る 屯の と見倣す こと 鴫許

されよう。 ・

しかるに10-2及 び10-amgワ クチ ンの生存期聞につ

いてみると,aワ クチ ンでは微量 の流 パを含みかつ振 盛

培養によつてえ られた均等培養 よりの生塩水 による稀釈

液であるのに較べて,bワ クチンでは流 パを含 まない手

摺り菌液 よりの生塩水 による稀釈液 である点 を除いては,

両ワクチ ン共基質 は同 じく血清 加Kirehxer液 であ りな

がら,両 者間 にかな りの開 きが認め られ たのはいか なる

機作に基づ くものであろ うか。Fe膿eダ鋤 はDubos28),
3
1)の 研究を更 にすすめて

,$auteXX液 の液面菌膜 よ り

同液により作られたBCG液 におけ る急激 な死菌増加は血

溝アルブ ミンの添加に よりある程度防げ るが,そ の保護

作用はさして大き くはない ことを,SantoR液 面菌膜か

らのワクチンでは急激 に生菌数が減少す るに も拘 らず,

Tween80-AIbumin液 内で拡散発育 した 「(て}を洗つ

てSaut。 ね液 に再浮游 した ワクチ ンでは生 菌数の減少が

少いとい う笑験 によつて確か め,次 で アル ブミンを含ま

ないTween液 内で拡散発育 した 」ズGで は標準 ワクチ ン

の場合 よりも生存期間が より長 いと報告 している◇すな

おち,均 等に培養 された1;{Gは 菌 自体が強い生活力 を

もつているためにこれを洗つてSgRter}液 に再浮游 して

も標準 ワクチ ンよ りもより長 く生存す るもの であろ ㌔

他方私19)が 既に報 告 したよ5に,流 パ加Kirchmere

液に よる振嬢培養PCG液 は秀 れた均等度を もつてお り,

その形態学的諮性状か らこの さい幼若 な強い活性 をもつ

菌が多 くなるのではないか と示唆 したのであるが,今 回

の笑験において示 されたよ うに,振 欝培養に よる 驚CG

液の生存期閥が媒質 を生塩水 と した手摺 リワクチ ソのそ

れの みならず,媒 質 を血満加K励h聡 璽 液 とした手摺 り

ワクチ ンのそれ に比 して もより長い とい う威緩,及 び先

のFenx)erの 報告,さ らにまた生活力の旺盛なBCGほ

ど長 く生存 に醗 えるとい う先 人傷 鋤 ・鋤 の報告 な どよ鋤

りして,流 パ加Ki罵h叢 蹴 液による振盛培養PCGは

発育旺盛な警生存期間 の長い均等培養菌であ り,か か る

点 では注 目すべきワクチンた り5る 資格を もつ もの と考

えて差支 えない ように思われ る○

む す び

私 の所謂流パ加KirehRer液 による振澱培 養BCGワ

クチ ンと・生塩水並 びに血清加Kh幽 盈α 液に よる手摺

りBCGワ クチ ンとの生存期問を比較検討 し,次 の成績

をえた◎

1)液 体BCGワ クチ ンの媒質 としては生塩水に よる

よりも血清加Kirehner液 に よる方が ワクチ ンの生存期

間延長 の点 ではよ り有利である0

2)媒 質 として血清加Kirehxxer液 を用いた 場合 に

は,そ の調製法 として振撮培養法に よつ た場合 と手摺 り

法 に よつた場合 との別 をとわず,凡 べてlmg/ceの 原 ワ

クチ ソ並 びにそれ よりの 生塩水に よる ユ0勧g/¢ ¢ワ ク

チ ンの よ うな諜 厚液 ではシ冷蔵10週 後 もなお無委ケ乃至

多数の生菌 を含み,両 ワクチ ン聞 に この点 におけ る著差

はみ られなかつた祭 魁

3)し かるに10一 璽,10一鞠9/¢¢の程度 に生塩水に より

原 ワクチンが稀釈 され ると,流 パ加KirchRer液 に よ

る振盈培養に よりえられた原 ワクチ ソよ りの稀 釈菌液 の

方が,手 摺 の法に よりえられた原 ワクチ ンの同稀釈液 に

おけ るよりも菌 の生存期聞が よ り長かつた。 これは前者

における秀れた均等発育 に基 づ く幼若な強 い活性 のある

菌の,よ り豊畜な含量 に基づ くものではないか と思われ

る⇔

〔脱稿 に当 の御懇篤な御指導,御 校閲を賜つた恩師占

部教 授に溝腱 の謝意 を捧げ る〕
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