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マウスによる実験的結核症の免疫実験

第1報BCG及 び結核菌加熱死菌の効果

慶応義塾大学医学部細菌学教室

(主任 牛場 大蔵教授)

阿 部 逸 夫

(昭和28年4月8日 受付)

(本論文 の一一部は昭和26年11月 第5回 日本 細菌学会関東支部総会 において報告 した)

マウスに対す る結 核菌 の感染実験は,古 くR・K◎。hD

の記職す るところであるが,マ ウ スは結核菌に対 して抵

抗力が強い こと,病 変 と して定型的な結節 を生 じない こ

と,ア レルギ ーを生 じない こと等のために,従 来結 核症

の笑験動 物と して殆ん ど顯 られ なかつた◎Raleigh&

Y。umanS2)は 古今 の広汎な文献を挙 げて マウスの実験

的結核症 につ いて論 じ,従 来の記載 では一定の菌株 の一

定量を一定 の感染方法で接種 して も,そ の結 果を予知 す

ることが できない と して,マ ウスの静脈 内に人型結核菌

を感染 させ た時の病変を詳 細に報告 した3)◎ これ よ り先

Youmans&McCarter4)は ス トレプ トマイ シンの生体

内におけ る結核 の治療笑験 にマウスを使 用 したが,以 来

抗結核剤 の効果の判定にマウスが盛んに使用 され始め,

わが国 でも岩崎 ・小川の及 び水之江の らの報告があ る。

私 はマウスにおけ る実験的結核症の基礎的実験 を行つた

後,マ ウスを使 用 して結核症の免疫実験 を行い,マ ウス

もこの種の実験 に或程度使用 できるとい う見解 に達 した

の で,こ こにその成績 を報告す る◎

実 験 材 料

1)使 用マウス:体IMI15g前 後 の健康 白色 マウ スで,

同一時期 に同一場所か ら購 入 した ものを使用 したe

2)使 用菌株:免 疫用 と してのBCG及 び人型結核菌

H,,7株 は予研か ら分与 され,以 後教室で保存 しているも

のを使用 し,感 染 菌株 は結核患者喀疫か ら分離 した川津

株 を使用 した。 この菌株 は分離後約6ヵ 月を経過 した も

ので,そ の0.1mgを 静脈 内にさす と30日 で約半数の マ

ウスを麗す程度の毒力を有 してい た◇

3)死 菌 ワクチ ン及 び感染菌浮游液;

a)結 核菌加熱死菌生理的食塩水 浮溝液(死 菌 ワクチ

ンと略)はHlfi株 のSauton培 地 約3週 培養 のものを

100◎C1時 聞加熱殺 菌 し,濾 過洗灘後37◇Cで 乾 燥,水

晶玉入 ンルベ ン手振法 で所要の濃度 の ものを作つた◎

b)結 核菌加熱死菌流動パ ラフ ィン浮游液(流 パ ラワ

クチ ンと略)は 上記死菌 ワクチ ンで生理的食塩水の代 り

に流動パ ラフ ィン(日 本薬局 方)を 使用 した他は全 く同

域 に して作つた。

の 結 核菌加熱死菌流動パ ラフ イソ抽働液(流 パラエ

キスと略)は 細い点 の他 はほぼChoucroun7)の 方法に

従つて作成 した。 すなわ ち上詑Hri株 乾燥死菌を秤量

して璃璃 の乳鉢 にと り・5倍 量の流動 パラフィン(日本

薬局方)を 加 えて混和後37◎Cで1昼 夜 抽出 し,さ らに

40◎Cで1時 聞抽出er・4,000回 転1時 間遠沈 し洗渣にさ

らに5倍 量 の流パ ラを加 え,500Cで1時 間抽出後4,000

回転1時 間遠沈 し,両 者 の上層 をとつて さらに7,000回

転3時 問遠沈 して,燈 黄色透 明の液 を得 たのでこれを使

用 した。 しか しそのままではマウスに対 して毒性を認め

たので,笑 際には流 パラで10倍 に稀釈 したものを使用 し

たo

d)BCG及 び感染菌川津株 の菌浮游液はSauton培

地又は岡 。片倉培地か ら菌 をとり,塒 璃の乳鉢を使用し

て型の如 く生理的食塩水浮游液 とした。なおこの場合各

菌液の生菌単位(viableunit)は 感染菌川津株は実験1

では1mg中600万,実 験llで は6,000万,BCGは 両

笑験 と もに6,∞0万 であつた。

実 験 方 法

笑験 は2回 に分けて行つた◎実験1で はマウスを5群

に分ち,第1群 はBCGO・1mg(O.2ml)を 静脈 内に,第

2群 はBCGlmg(O・5ml)を 皮下に接種,第3群 は死菌

ワクチ ン総量1mgを 約7日 閥隔 で4回 に分けて注射,

第4i群 は流 パラ ワクチ ン1mg(O.3mt)を1回 皮下に注

射,第5群 は無処置対照群 と した◎流パラワクチン注射

箇所 は流出 を防 ぐために コロヂオンで封 じた。

笑験llで は前処置 はすべて腹腔内に行い,全 体を4群

に分 ち,第1群 はBCGO・2my(0、2me)を 接種,第2群

は死菌 ワクチ ン総量1mgを4--7日 の間隔 で5回 に分け

て注射 した◎第3群 は10倍 の流 パ ラエギスO.1Mtを 注

射 し,第4群 は無処置対照 と した◎

感染はすべて静脈 内に行 い,川 津株0・1my(O・2mt)を

実験1で は免疫開始後5週 に,実 験 頚では6週 後に接種

したo

全観察期聞 を通 じて毎 日臨床的症状を見 るとともに,

定期的に体 重を測定 した。

感染後 は60日 迄5--10日 の間 隔で各群2--3匹 宛の

マウスをエ ーテルで屠殺剖検 ・定 量培養 その他の諸検査
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を行つた。定量培養はホモヂナイザ 謁)を 使用 した他 は

ほぼ小川g)の方法に準 じて行 つた◎なお各群10匹 宛 の

マウスについて,生 死 。体重 の変化等 を観察 した。

実 験 成 績

1)免 疫処置後 の各前処置群 のマウスの平均体重は,

対照群と同様 に時とと もに漸増 し・各群の問 に差はなか

つた。

.2)臓 器の定量培養の結 果は,実 験1で は第1図 に示

す如 くである◎ これは各臓器1mg申 の生菌単位 を示 し

たもので,各 群各時期 に屠殺 した ものの平均である。ま

ず肺(第1図A)に ついて見ると,無 処置対照群 では感

染後30日 迄対数的 に増加 し,そ の後は動揺 を示 してい

るがやや漸減の傾向にあ る◎ これ に反 してBCG接 種 群

は静脈内接種群 も皮下接種群 も15-20日 迄 は対照 と変

第1図A肺 内 の 菌 消 長
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りが ないが,そ の後 の増殖が阻止 されて,対 照 におけ る

如 き高い頂点 を示す ことな く僅か に漸増(静 脈 内)或 い

は漸減(皮 下)の 傾向 にあつたe死 菌 ワクチ ソ ・流 バラ

ワクチ ン両群では対照 との聞 に殆ん ど差を認めることが

できなかつた◎

肝 ・脾 におけ る結果 は全 く同様 といつていい程 よく一

致 していたの で,こ こには肝の結果 のみを示 した(第1

図B)。 これ を見 ると対照群では感染後5日 の菌数は肺 よ

りも多いが,そ の後 の増殖は緩やかであ り,15日 ですで

に頂点に達 し以後漸減 してい る◎肝 において もBCG接

種群は両群 ともに対照 に比 して菌増殖 の抑え られてい る

ことは明らかで,5日 後か ら一路漸減 の経過 を辿つてい

た◎死菌 ワクチ ン ・流 パラワクチ ン両群では,こ の申間

に位 していた。 ∫

腎 においては(第1図C)菌 の絶 対数

が肺に比 して非常に少 な くなつてはいる
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が,対 照 では肺におけ ると同様の増殖形

式 を示 し,25日 迄増加 し以後やや減 少の

傾向 を示 した◎ ここで もBCG群 は埴殖

が抑 えられていたが,感 染後50日 以上

にな うと急 に増加 して,そ のために曲線

が 非常 に乱れた感 を与 えている。 この点

に関 しては後 に考察 したい◎流 パラワク

チ ン群 では時期 によつて対照 よ り菌数の

少ない時があつたが,死 菌 ワクチ ン群で

は対照 とほぼ同様 であつた◇

笑験 盤では第2図(A。B・C)に 示

す逼 りであつて,各 臓 器と もに実験1と

ほぼ同様の結果が得 られた。 すなわ ちB

CG群 では感染 菌の発育増殖 の阻止乃至

遅延が認め られ たが,死 菌 ワクチ ソ。流

パ ラエキ ス両群 では対照との間 に差が認

められなかつた◎

3)臓 器の肉眼的変化は肺の他 は殆ん

ど認 められず,た だ肝 に時 々帯 黄灰 白色

の斑点が認め られたが,結 核菌 と無関係

の病変 であつた。肺 の変化は著明で,灰

白色 微小の結 節か ら黄灰 白色乾 酪様 の結

節に至 る迄種 々の程度 の 屯のが見 られ,

叉病変部の占める広 さも種 々で肺 の大部

分 を占め る程の もの迄 見られた◎ この病

変が高度の場合 は,肺 が著 るしく膨大 し

結節 の聞は強い暗赤色 を呈 し,健 康 と思

われ る部分は殆ん どなかつ た◇ この肺 の

変化は,肺 におけ る生菌数 と ほ ぼ 平 行

し,対 照 では感染後25--30H迄 漸次増

強 しその後は余 り変化 しなかつた◎

各群を比較 して見 ると,全 般的 に著 ぞ
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は10匹 申6匹 が死亡 した。これに反し

流誌 … ミここ.翻 糞驚 灘 織1
に比 して生残 数が多 くなつていた。

弘 実測 では(図B)6・ 日鞭 察した
が・対照 は実験1と 同様30日 前後で

死亡 する ものが多 く,結 局10匹 中8

匹 が死亡 した。 この場合は8CG群 はBCG(i
p)

死菌 ワクチ ン 生残 数が多 かつたが・その他の前処置

流パ ラエキス 群 では簿照と殆ん ど同様 であつた。

薄 照 なお これ ら生死観察群の体動 変化

を見 ると実験1・ 嚢ともに各群とも平

5060均 体重が2-4.q減 少 していたが,B

日数 一 →CG群 は減少の程度が少な く,静脈内

接種群では僅 かなが ら増加 していた。

しか し各群間 の差はそれ程大きくはな

B肝 内の菌消長 かつ た◎

6)組 織学的検査 は代表的 なものの

みにつ いて行つたが,肺 について述ぺ
δ＼ る と肉眼的 に灰[劉 ・結節を認めるもの

では類上皮細胞様の明るい核を持つた

円形細胞の集籏が認 められ,黄 灰白色

乾酪様 の病変 を有 するものでは広汎な

壊死が認め られた◎いずれの場合にも

繊維化 は認 められなかつた。文病変部
50』oに は多数の抗酸性菌耀 捌tた

。
日数 総括及 び考案

以上の笑験 を総揺 して見 ると,種 々

Cの 点 でBCGの 有効性が認められ,特

に静脈 内接種群 に最 も著明であつた。

これ を個 々の点について検討 してみる

と,ま ず体内結 核菌 の消 長 に つ いて

は,対 照群の急激な菌 の増殖がBCG

接種 によつて或程度阻止 されたと思わ

?0506・ れ るのであ る力物 論完全に抑制 され
日数 一 → た訳 ではな く,比 較的 の問題であつて

肺の よ うに菌の増殖が非常に旺盛なと

しい差 を認めなかつ たが,実 験1のBCG群 特に静脈 内

接種群では感染後20日 。25日の病変が 対照 に比 してやや

軽度であつた。

4)脾 の重量 については,体 重に よる差 を少な くす る

ため に,体 重 との比 を もつて表わ したが,非 常 に区 々の

価 を示 し,こ の価 の大 きな ものには肺 の 病 変 を認 めた

が,必 ず しもこの大 きさと肺の病変 とは一致せず,従 つ

て各群の聞に一定の傾向 を見出 し得 なかつた◎.

5)感 染後一定期糊生死を観察 した結果は第3図 に示

す通 りであつて,実 験1(園A)で は40H迄 観察 した

が,対 照 では30日 前後 で死亡 する ものが多 く,40日 で

ころでは,BCG接 種群で も或程度迄 の増殖が見られ,

特に実験ilの 腹腔内前処置群では肺 においてはその他の

臓器における程菌 の増殖抑 制が著 明ではなかつた◎叉肺

においては観察 の末期に至る迄煙 かなが ら増殖を継続 し

ていて,末 期 になると対照 との差が殆ん どな くなつて来

てい る、腎においてはBCG群 の増殖阻止作用が観察末

期にな ると失われ る如 く見えて,菌 の増殖 は肺における

よ り一層 著明であつた¢ しか しこれを仔細に観察 して見

るとそれ迄余 り著明 でなかつ た飼体差 が感染後40旧 を

過 ぎる頃か らi著明 とな り,そ のため観察 を一層複雑にし

ているのであ る◎ そ して この個体差 は免疫群 の腎におい
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第3図
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て殊に著 るし く,例 えば実験1の 腎の定量培養の成績 に

ついて見 ると,感 染後10日 では対照群が1mg申34,

32,60;おCG静 脈内接種群4,4で あ るのに対 し,50日

では対照53,305;BCG群1,800と なつてお り,実

験丑で も感染後10日 では対照145,43貼107;BCG

群17,42,6で あ るのに対 し,60日 では対照2100,

SOO,500;BCG群0,900,0と なつていた。

。これで見るとBCG接 種群 は観察の末期 になつて も腎

内の菌増殖が抑 えられ ている ものが多いことが分 るが,

濁照 と同様に増殖 してい るものが あることは偶体 によつ

て感染菌の増殖阻 止力が破 られ てい ること を 示 す もの

で,BCG接 種は菌増殖 を完全 に阻止す る も の で はな

く,急 激な増殖 を一時 的に抑 え遅延 させている もの とい

5べ きであろ う◎次に肝及 び脾内の菌消長 を見 ると,実

験1・ ∬ともに比較的簡単であつて,BeG接 種群は全

く壇殖が阻止 されていて菌 は漸次減少 していつた。 この

場合 もやは り観察の末期 では対照 との差は認 め難 くなつ

ていた。

次に以上の定量培養 の成績 をその他の所見 と合せて考

えて見ると,対 照においては肺内の菌が最高 に達す る30

日前後 においては肺の肉眼的変化 も最 も著 る しく,叉 死

亡す るもの も最 も多かつた。そ して これ ら死亡例では例

外 なく急激な体重の減 少と高度の肺 病変を示 し,染 色培

養ともに多数 の菌 を保有 していることが認 め られ た。 こ

の時期 を過 ぎると肺内の菌数 は徐 々に減少 し て い つた

が,肺 の肉眼的変化 も幾分軽度 となつてお り,文 死亡す

るもの も殆んゼなか つた。

これに対 してBCG処 置群では感染後30日 前後 の肺

内の菌の急激 な増殖が抑 えられてい るのに一致 して,こ

の時期 におけ る肺の肉眼的変化 も 未 だ 比較的軽度であ

り,死 亡す るもの も殆ん どなかつた。それ以後にな ると

肺の病変 も幾 らか高度 とな り,文 僅かなが ら死亡す るも

の もでてきた¢ このよ うに肺内の菌の消長は肺 の肉眼的

変化 や生死 と非常によ く一致 した成績を示 し,肺 内で菌

が極度に増殖 し,肺 に高度の病変を起 し,そ の結果死亡

す るものと考 えられるeな お感染後比較的早期(2週 以

内)に 死亡 したものは,種 々の点か ら結核死 とは=考えら

れ なかつた。

以上のことか らマウ スにおいて もBCGが 有効であつ

たと考えるのであ るが,観 察 の末期 になつてBCG処 置

群 と対照群 との差がな くなつて くるのは,す でに述べ た

よ うに個体 によつて おCG接 種に よる増殖阻 止作 用が破

れて漸次菌が増殖 して くる もののあ ることの外に夢対照

群では感染後30日 前後 で病勢の最高に迷℃響 騨

のが多いので,そ れ以上生残 した ものは元渠抵抗力が強

い ものであつ たこと も考え られ得 る◎

次にBCG接 種群以外の前処置群では,実 験1に おい

て肝脾腎の定量培養,生 死 においてラ特 に流 パラ ワクチ

ン群 においてやや対照 より艮好 な成績 が得られ たが夢B

CG程 明らか な効果 を認 めることが できなかつた◎又実

験Rで は流 パ ラエキスは死菌 ワクチ ソと同様対照 と差 を

認め ることが できなかつた。

一般に適 当なAdjuvaBtiO .)を 用いる時は死菌におい

て も著 るしく抗原性が高ま り,感 染防禦能 をも与え得 る

とい うことは古 くか らいわれ てお り,結 棲菌において も

C◎ulaudli),Saenz12)の 研究以来 内外で多 くの追試者を

出 してい るが,最 近 わが国の岡 ・山田ら粉 は系統的に

この実験を行い,結 核加熱死菌に流動 パラフ ィソ文は ラ

ノリソを加 えて家兎 ・海狸 にさす と強い ッペル クリソ。

ア レルギーを生 じ,叉 海猴 におい てばBCGに 劣 らぬ霧
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染防禦能が得 られた と報告 してお り,金 井 ら粉,工 藤粉

もほぼ同様の成績 を得ているゆ

又Choucroun?)は 結核加熱死菌の流動 パラフ ィン抽

出液が海狸に ツペルク リン 。ア レルギ ーと感染防禦能 を

与 えた といい,さ らにこれを毒性分 翻と感作性分劃 とに

分けてお り,金 井 ら壌のはBCG加 熱死菌か らの流パ ラ

エキ スで同様の成績 を得てい る。

一方植 田 ・遠藤i7)は結核死菌免疫 におけ るAdjuvant

の効果を否定 し,Risti8)は 結 核加熱死菌 の流パ ラエキス

の生物学的活姓 を否定 してい るゆ

われわれのマウスにおけ る実験 から流動 パラフ ィンの

Adjnvantと して の作用や流パ ラエキスの有効性 を云 々

す ることは早計 であ り,な お検 討を要 する 竜 の と考 え

る。

次にマウスによる結核症の免疫実験は,こ れ迄 余 り行

われていないが,結 核菌を静脈 内に感染 させ たマウスに

ついてSchwabacher&ilYilgoltl9)(皮 ず 或いは静脈 内接

種),Aronson&Seh玉 ≧eidex2◎)(皮下或いは腹腔内)Sie-

}en1眼n盈2D(皮 下)ら はBCGに よる免疫効果 を認め

文Ilauch(1945)もBCG接 種 マウ スの感染防禦実験

を行つてい るが定量培養 による体 内菌の消長 によつてそ

の効果を見た ものはない。染谷 。川村22)はBCGの 生菌及

び死菌を静脈 内に接種 して,私 と殆 んど同 じ実験方法 の

下 に,BCG生 菌免疫羅 と対照群 との闘 に差 を認めなか

つた といつてい るが,感 染 菌(牛 型菌牛鐙株)の 体 内で

の炉殖が私の使 用 した株 に比 して著 る しく弱かつた こと

や,観 察期闘が3週 闘であつたこと等のためにBCGの

有効盤が認め られ なかつたのではないかと思われ る。

人及び極 々の動物において有効 とせ られてい るBCG

が,そ の本態がか な り異 るであろ うと思われ るマ ウス結

壕婁症 において も,種 々の点で免疫効果 を認め得た ことは

興味 のおる ことであ り,結 核症免疫 の研究 にマウ スも凌

た有用 であることを思わせ る○

最後 にこの際の効果判定について,Yom}mns&Ra-

leigh`z3)は化学療 怯剤の効果 の判定 にはマウスの生残 日

数 ・体∬の増減 ・結 捜菌検査 を伴 う病理 組織 学的所見 を

三大示標 とし,殊 に最後 の点 を箪視 しているが,岩 崎

ら5)は マウスの組織反応は比較的簡単であつて,そ れ よ

りむ しろ肺内結 核菌の消長 に盾点をお くべ きであると述

べてい る◎ この点本笑験 で も肺内菌消長 はその他 の所見

とよ ぐ一致 し,最 も重要 な示標であ ると考 える¢

結 論

1)マ ウスρ 実験的結捜症の免疫効果判定 に 際 し て

は,肺 内の菌消長が最 も参考にな るが,生 死 。肝な どに

おけ る菌消長 も参考 とすべ きである。

2)マ ウスにおける免疫実験 では,BCGは 皮 下 ・腹

腔内 ・静脈 内いずれ の接種方沫に よつて も有効であつた

が,就 中瀞脈 内前処置が最 も有効であつ た。

3/BCGに よる体内菌の増殖阻止作用は対照群 の大

多数が死亡す る 時期(本 実験 では25-30H)迄 は著明

であるが,そ れ以後 は次第 に認 め難 くな り,特 に腎にお

いて そ うであつたe

4)流 パ ラワクチ ンは僅 かに有効か と思おれたが,B

CGに 比 して劣 り・流 パラエキスは死菌 ワクチンととも

に殆ん ど効果が認め られなかつ た。

5)結 捜症 の免疫実験 をマウスを用 いて行 うことは,

その本質の追求に関 して意義 あることと思 われる。

(本研究は文部省科学研究費 によつた◎ ここに謝意を

表 する◎)

終 りに御指 導 。御校閲 を賜つた恩師牛場教授に謹謝す

る◎
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