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BCGの 酸 凝 集 反 応 に 関 す る研 究

第1報 形 態 学 的 研 究

北海道大学結核研究所予防部(指 導 高橋 義夫教授)

山 本 健 一

(昭 和27年10月10日 受 付)

(本研究は文部省科学研究費による。高橋)

1緒'm言

膠質化学的現象としての細菌の酸凝集反応は,大 腸菌

。赤痢菌 ・緑膿菌 ・肺炎双球菌 ・脾脱疸菌及び結核菌な

どその他多数の菌について行われているが,BCGに 関

してはあま り詳細な研究がなく,僅 かに高橋 ・田淵の業

績Dが あるのみであるo

元来,BCGは,こ れを菌浮游液にした場合,極 めて

容易に自然凝集を起 し,こ のことが人体接種の場合の膿

潰瘍発生に極めて密接な関係をもつていると考えられて

いるしの,又 菌液の平等性を保持することは実際上かな

り重要な事柄 と思われるので,わ れわれは今回,BCG

の 自然凝集の機転を追求する意味において,ま ずその酸

凝集の研究に着手したのである今

まず初めに反応其物を形態的に追求した。

II実 験 方 法

1)使 用 したBCG菌 株:当 研究所に従来より保存し

てあつた2株(以 下これをBCG(A)及 び(B)株 と

す),予 研 より分与された予研株(い わゆる日本株),ア

メリカ株及びフランス殊の計5種 頻である。

2)菌 浮游液:上 記のBCGソ ー トン培養(ソ ートン

移植1代 乃至3代)9日 乃至21日 目のものから,菌 膜

を型の如 く,水晶玉入コルベンを用いて,手 振法或いは水

平振揚機による振鍛法によつて,1ee10卿 含有の菌液

をつ くり,こ れを毎分2000回 転10分 間遠心沈澱 して
メ

可及的菌塊を除去 し,上 清をとつて5倍 に稀釈して用い

た(菌 液調製には実験により蒸溜水を用いるか,或 いは

M/5Na2HPO4と 一Xfhr,KH2PO4の 緩 衝液i/蓋oe容 量を

含むPH7・0の 蒸溜水又は生理的食塩水を用いた)◎

菌液は製造直後か,又 は氷室に保存したものを使用 した

(製造後使用迄の日数は笑験成績表にその都度示 した)◎

3)使 用 した溶液r「liehtteユi8及 びMcIlvahle3)の

方法による緩衝液,並 びに各種の酸の定規液である◎

4)水 素イォン濃度の測定:比 色計を用いた◎

5)反 応実施方法:凝 集反応用小試験管にまず供試液

4ecを 取 り,こ れに菌浮溝液1eeを 加 えた◎

6)判 定方法:反 応は室温文は370Cフ ラン器内(い

ずれかは実験成績表にその都度示 した)に 放置し,30

分 。1時 間 ・3時 間 。6時 聞及び24時 閥後に,そ れぞ

れ試験管を静置した場合と,こ れを軽 く振つた場合を,

肉眼的に,時 にルーペで対照試験管 と比較観察し,次 の

ように判定を詑載 した◎

(一):対 照管 と変 りなく一様に濯濁せるもの

(±)=僅 かに細かな凝集塊が認められるが,真 の凝

集かどうか疑わしいも④

(十):極 めて小さな凝集塊が一様に認め られ る も

の

(朴):一 部 の凝集塊が試験管の底に集 り,(十)の と

きより大きな凝集塊が上部に一様に認められる

もの

(帯)f完 全 に凝集 し,上 清が全 く透明となつたもの

III実 験 成 績 ・

A緩 衡液による酸凝集

使用したMiehaelis及 びMcIlvaine緩 衝液は第1

及び第2表 の通 りで,PII域 は各々1・8～5・0及 び2・2

～5.8で ある◇ ,t

・ 第1表 第2表

Michaelisの 緩衝液Mellvaineの 緩衝液 .

IN蒸1NINO.2MO.IM

PII苛)で 溜 酷 葉¥PH讐¥穰
盤ダ 水 酸 酸 燐ダ 酸
eeee㏄ee酸ecl,c

5.0587。57.52.20.4019、60

4。7585102.41。2418.76

4、4580153.04.1115.89

4.1570253、66。4413.56

3.8550454.07.7112。29

3。3587.57.54.28。2811.72

3.0585104.48.8211、18

2。7580155.010。309.70

2.4570255.411。158.85

2.1550455.611.608。40

1.8510855.812.097.91

1)生 菌 を 使 用 し た 場 合

菌 液 は 蒸 溜 水 で 調 製 し た ◎ 成 績 はMcIIvaineの 緩 衝
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液 の場 合 は第3表,Alichaelisの 場 合 は第4表 で あ る。

これ等 の 表 に 明 らか の よ うに,い ず れ の場 合 も,反 応1

時 問後 でPII3・0を 中心 と して そ の近 くに凝 集 が 見 ら

れ,時 問 と と もに反 応 域 が 拡 が り,反 応 も強 度 に な り,

24時 聞 後 には,McDvainoで はPII2.2～5.4,"fichuelis

ではPHl.8～4。7の 間 に凝 集 が 見 られ た が,最 強 の凝

集 は 両者 と もにPII2・4～3・6に 現 わ れ て い るo

第3表M¢11vaine緩 衝 液 に お け る酸 凝 集

BCG(A)株 菌 液 製 造 直 後(37◎Cフ ラ ン器 内)
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第4表Miehご 延e臨 の 緩 衝 液 にお け る酸 凝 集

BCG予 研 株 菌 液 製造 直 後(37◎Cフ ラ ン器 内)

温(IO◎C～15。Cj及 び 氷 室(3うC～5驚 ノ に放 置 して反

応 を追 求 した 。 そ の 成績 か そ れ ぞれ 第6a,第6h?g;L'"で

凌,ひ これ等 の成 績 か ら肇 が 度 が 高 い と,凝 集域 が 拡 大

す る のが 明 らか に見 られ る・

第6表a温 度 の醗 凝 集に 及 ぼす 影 響

(Mclk'aii}"緩 衝液 の場 合)
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McIlvah}eの 緩衝液で実験を行つた成績が第5表 であ

る。この放績を見ると,菌 液を製造する場合,単 なる蒸

溜水を用いても,緩 衝蒸溜水或いは生理的食塩水を用い

ても,反 応域には認むべき変化がないことが 弓かがわれ

る。
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第5表McIlvaine緩 衝液において,菌 浮游

液 を緩衝蒸溜水及び緩衝生理的食塩水

で作つた場合の酸凝集

BCG予 研株 菌液調製直後(37。Cフ ラン器内)
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第6表b温 度の酸凝集に及ぼす影響

(Mic}}aelis緩 衝液の場合)
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次 に酸 凝 集 に及 ほ す 灘 度 の 影 響 を検 す るた め に,所 定

の如 くMcIlvah≧e及 びM五chaeli・ の 緩 衝液 に,菌 液

を加 え た もの のha・・"MSを直 ち に37卿 フ ラ ン器内 と,他 を室
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以上の実験成績から見ると,BCG生 菌の酸凝集は,緩

衝液の種類 ・菌株 ・反応時の温度により凝集域に多少の

差を生ずるが,凝 集至適PIIは 一定であるといえよう。

2)加 熱死菌を使用した場合

所定の奴 く製造 したB{葉G菌 液を電湯煎でそれぞれ,

60。C,800C1時 閥,3SCxeッ ホの釜で1時 間加熱したも

のについて前回同楼の実験をした,,そ の成績は第7表 で

ある。これで見るとr60。e加 熱の場合は,反 応域を時

間的に追及 しても,生 菌の場合と賢く同様であつた¢こ

～5一
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カに寸し100'e,80。C加 熱の場合は,反 応域は 生菌の

場合よりやや狭い◎ しかしいずれの場合も凝集至適PH

は同一・である○

第7表 加熱BCG菌 浮游液の酸凝集

(McIlvahleの 緩衝液)
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3)菌 液 に石炭酸叉はフォルマ リンを作用 させた場合

まずBCG緩 衝蒸溜水浮溝液 に石炭酸及びフォルマリ

ンをそれぞれ2%,O.5%,O.1%の 捌合に加え,室温に

18時 開放置 した後,McIIvaixcの 緩衝液で所定の如 く

第8表 石炭酸,フ ォルマリンを作用 きせ

たBCG菌 浮游液の酸凝集

lMcIlvai聡 の緩衝液)
　

BCGア メ リカ株 菌 液製 造 直 後(37ecフ ラ ン器 内)

酸凝集反応を試みた◎その成績は第8炎 で畜,る(な おこ

れらの菌液中,石 炭酸o・1%加 菌液以外はいずれも小川

培地に集落を生 じなかつた。文笑験完了後各試験管のPH

を更めて測定 したが変化はなかつた)。 この成績による

と,フ*ル マ リンを2%の 割合に加えたものの反応は,

無処置の対照に比 して反応域が低い方へ移動するのが見

られたが,そ の他には大差はなかつた"

お 単なる酸液による酸凝集

本笑験においては㌢塩酸 。硫酸 。蕎酸 ●氷酷酸 。酒石

酸及び絢騒酸等の定規液を蒸溜水で逓減稀釈 して反応を
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試みた。各試験管のPHは 反応完結後に測定 して 記載

したc用 いたIBCGは 予研裸で,菌 液は蒸溜水で作つ

たぴ反応はチベて室温 ユ0神～15。¢ て観察したe成 績

は第9,10,11表 である。これ等の成績に明らかに見られ

るように,い ずれの酸溶液においても,凝 集はPI13・6

以下において認められ,最 大凝集はPII2・8前 後である。

且つ反応域も大体同様であつて殆んど差が認められない◎

C酸 凝集反応の可逆性並びに本反応と菌の生死に関

する実験
dl第10表 氷酷酸による酸凝集
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第11表 酒石酸及び絢懸酸による酸凝集

稀釈iN為 、Nん …W/12。N痴x/.gggiN/9&,IN/ご/

穐
酒i鑛＼

まずJO%の 氷酬酸を蒸溜水で第12表 に示す如 く稀

釈 して,こ れ等に所定の如 く菌液を加えた'次 いで反応

6時 閥目に緩衝液 くMAr,KIIPq,λ!出N{之JIPO、 をそ

れぞれ3対7の 割合に混合 したもの)を 表レノ短 りに加え,
一一・方無処置の対照 とともに反応24時 間後に観察 した

e

第 ユ2表 に示さ義たその結果を見ると,氷 紬駿液のPH

値の移動に伴つて反応域 も移動 し肇最強の凝集は矢張 り

PII3.3前 後 に見られるes

次 にMcIlvuike緩 衝液と酒石酸て酸凝集反応を行い,

反応実施後6時 聞倒に,予 め滴定 しておいたアンモmaヤ

の所定量を各試験管に加えて中性にもどし,反 応実施後

24時 間目に観察 した成績が第13,第14表 であるrk表

第13表Mcllvaii・e緩 衝液における酸凝集

の可逆性
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第14表 酒石酸による酸凝集反応の可逆牲
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第12表 氷酷酸にょる酸凝集 とPHの 変動に

よる反応域変化
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第15表Mcllvai)}e綴 衝 液 にお け る酸 凝 集 に

よ る菌 の 生死
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第16表 硫酸を用いた酸凝集による薗の生死

BCG(A)株 菌液製造直緩 反応室温29～30。C

ご淵1∵ 轡罐 鶴
瓢ll:1:1:ヒ;:li鰍
h'/64e12.4_± ±7.8iHfi昔

く

翻il:li劃 ‡ ・#1:1}岱 帯
ま ミ

N/512014・4一 絹 一:8・2帯1帯

N/1024d54-一 ・-8.Oi帯1昔
ii[

に示す如 く反応6時 問 目に明らかに見られ た 凝集 は,

PIIを 中性にもどすと,24時 間 目では全 く消失 して,菌

液は平等 になつた○

以上の事実は酸凝集反応が可逆反応である事を示 して

いる。

次に酸凝集によつてBCG菌 の生死が如何に影響 され

るかを見る貝的で,反 応6時 闘目及び24時 閥目に各試

験管の内容を蒸溜水で ユ00倍 稀釈し,そ の0・1cc宛 を

小川培地に培養 したoそ の成績が第15,第16表 で あ

る(培養成績は集落数の多寡により帯,甚,+と した)◎

これ等の威績を見ると,酸 凝集反応其物は直接BCG菌

の生死に関せず,単 に反応に使用 した溶液のPHが 低い

程,す なわち酸度が高い程,菌 の死滅が早 く来ることが

分る◎

KV考 察

BCGもMichaelisり 及 びその後の人達5)-10)が 他

の細菌について認めた如 く,酸 凝集を起す◇而 して,そ

の酸1疑集。こ応の至適PIIは,菌 株 。酸及び緩衝液 の種

類により,叉 反応の際〃瑞 度によつて反応域に多少の変

.動はあるが,3.0～3.6の 附近である。

加熱死菌による酸凝集に関する研究は,大 腸菌を哨い

て岡崎ll)が,チ フス菌 ・パラチフス菌及びコレラ菌を用

い長沢鋤がそれぞれ報告し,い ずれ も生菌と多少異なる

と述べている○

又,フ ォルマリン或いは石炭酸による死菌を用いての
ば

塩凝集は宮村粉,杢 原粉が報告しているが,BCG加 熱

死菌及び石炭酸或いはフォルマ リンによる死菌は生菌に

比べて,反 応域に多少の変化を呈するが,最 強凝集反応

を起す至適PIIに は変りはない。

BCGの 酸凝禦 ズ紀、は,酸 の種類,濃 度,又 緩衝液の

如何に関せず常に同一のPH域 において起 ること,及

びPHの 移動により反応域もこれと平行 して移動 す る

ことから考え繊,該 殿 は他の細菌の場合と岡様に,

単 に水素 イオン濃度の如何により決定され る もので あ

る。叉本反応は可逆反応であり,反 応其物は菌の生死に

直接影響 しないと考えられる。

V結 論

1)BCGは 酸凝集を起 した。 その最 強 凝 集域は

PH3.0～3.6で あつたoこ の酸凝集反応は酸 乃至 は緩

衝液の種類によらず単に水素イオン濃度により決定され

る0

2)本 凝集反応には菌株 による差は認め られな かっ

た◎加熱 。フォルマリン・石炭酸による死菌は反応域に

多少の差を呈 したが,最 強凝集域は不変であつた◎

3)反 応時の温度によつて凝集域に多少の差を生ず

るが,最 強凝集域には変化がなかつた◎

4)BCGの 酸凝集は可逆反応である。又,反 応その

ものによつて菌体が死減することはなかつた。

終 りに恩肺高橋教授の御指導と御校閲を心から感謝す

る◎ 撃
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