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超音波照射による濃厚BCG菌 液作製並びに

その凍結乾燥 ワクチンについて

予防衛生研究所結核部(部 長 柳 沢

関 根 修

(昭和29年2月8日 受付)

結核菌に対する超音波の作用につ い て は笠原1),石

川2),津 川3),浮 田4),(LVeltmann5)等 の報告がある

が,い ずれも照射時聞の増大と共にその菌液の定量培養

によつて得 られる集落数に減少が見られることを述べて

いる｡そ の場合夫々の実験における超音波のエネルギー,

照封を受ける菌の条件な どが一定でないのでその減少の

率も種々である｡こ れらの報告に対 し高橋6)は,BCG

に対 して超音波を照射ナると菌体及 び菌 塊 を破壌する

が,短 時間(5～10分)作 用では発育を却つて促進し,培

養による集落数の増加がおこることを報告している◎

辻岡7),津 川3),海 老名等8)及 び高橋9)は 動物実験に

より,超 音波の作用を受けたBCGワ クチンのツベル

クリンアレルギー発現能力は弱いが,感 染防禦力は殆ん

ど一般のBCGワ クチンと差異がないことを示してい

る｡更 に海老名等8)及 び浮田4)は 超音波製ワクチンを人

体接種 し,共 に高い陽性率を得たが,そ の場合接種局所

反応が弱かつたことを報告しているo

このように超音波のBCGに 対する作用及びそのワ

クチン抗元性については今迄に多くの研究がつまれてい

るが,最 近BCGの 経皮接種の研究がすすむと共に菌

量の多い乾燥ワクチンが必要となり,そ の製造に超音波

法を採用すぺきことが考えられるに到つた｡そ れは超音

波法の長所 として,菌 の分散度のよいワクチンを大量に

しかも濃厚な菌液を簡単たつくりうるからである｡そ こ

で超音波法による濃厚BCGワ クチンの作製どこれを

用いた凍結乾燥BCGワ クチンの製造条件に再検討を

加えると共に動物実駄 人体接種を行つたのでその知見

を述べて超音波法によるBCGワ クチン製造の一資料

としたいo

実験1超 音波のBCGに 及 ぼす影響

この実験ではBCGに 対する超音波の短時間照射が,

菌の発育を特異的に促進するかどうかを調べた｡

Saut◎血 培地2代 目7日 培養のBCGの 脱 水 菌 体

1mgを メノー乳鉢にとり手摺 り法で2%馬 血 清一〇.05

mg/ml菌 液を作 り,こ の菌液を3000R.P.M.で15分

闘遼沈 して単孤菌のみを浮濾する上清と多くの菌塊を含

む沈渣 とに分けたo

この沈漉を2%X9血 清 で再浮游して沈液菌液をつ くつ

たゆその斉々の菌液に超音波を次の同一条件で作用させ

て作用時闘毎に定麓培養を行い,作 用時間 と集落数の消

謙)

長 との関係を見た｡

図1超 音波の7日 培養BCG

に及 ぼす影響
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図2強 及び弱zネ ルギーの超音波

を各培養日数のBCGに 照射し
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この成 績 は

図1に 示す｡

照射条件:周

波数560K.C.

高周波電流1800

mA格 子電流

一40m
・A.陽 極電

洗260m.A｡陽

極電圧3.OK.V.

又各培養 目数

のものについて

上清菌液に超音

波を作用させた

成績は図2に 示

す｡こ の実験で

は超音波エネル

ギ ーの強 弱,

BCGの 培養 日

数の長短が,菌

の発育に如何な

る影響を与える

かを検討する為

に強弱二種り照

射を行つた｡

弱照射の照射

条件:高 周波

電流1500m.A.

格 子 電 洗27

m.A.陽 極電流

220m.A陽

極電圧2.3K.V.

図1,2に 示す

ように沈渣部よ

りつ くつた菌浮

游液についてみ

ると,菌 集落数

は10分 迄は作

用時問と共に増

一 一 一22-一 ・
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大し10分を頂点としてそれ以後は時間と共に減少する｡

これは超音波によつて菌塊が破壌されて菌の分散す る速

度が菌の破襲される割合よりも照射10分 迄は大であり,

10分 を過ぎると菌塊減少のためにその関係が逆になるこ

とを示すものと思われる｡

特 に3分 の短時間照射で集落数が急激に増大 している

のは注意すべき点である｡殆 んどすぺてが単孤菌からな

る上清菌液に超音波を照射した場合に照射超音波のエネ

ルギーの強弱やBCGの 培養日数如何にかかわらず時

間と共に集落数を減 膓た｡

実験 π 超音波を作用した菌液の凍結乾燥

Sauton培 地上の同一菌膜より移植した各培養 日数の

BCGを 用いて同一条件下 に超音波照射及び凍結乾燥を

行い,乾 燥前後の生菌数を見た｡そ の成 績 は表1に 示

す｡超 音波照射条件は実験1と 同一で,10分 間照射した

後多岐管式乾燥機で5時 闘乾燥した｡

表1超 音波BCGワ クチンの凍結乾燥

BCGの

培養目数

1mg(湿 菌 量)中 の生 菌

量(viableunit)

蔑温剥 暫鑑・跨
ヴ
穫
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Aり

2

4

ケ
.

-

で三

噌三

嚇正

1

9
臼

t

1
}

44.3

104.3

79.3

80.0

56.0

9.3

8.7

23.3

19.6

26.0

7.9

2.7

0.7

0.7

生 残 率

(%)

52.5

18.7・

32｡7

9.8

4.8

7｡5

8｡0

表1の 成績から培養目数の若いBCGの 方が凍結乾

燥に対する生残率が高 く,培 養 目数12日 を過ぎるとその

生残率は10%以 下 に低下していることがわかる｡例 えば

7目 培養と14目培養のBCGを 比較すると,乾 燥前の

生菌量はやや後者の方が多いが,凍 結乾燥に対する生残

率がそれぞれ52.5%,4.8%と 大差を示すために,乾 燥

後の生菌量についてみると後者は前者の1/g程度 に減少し

ている｡す なわち培養日数の若い対数期のBCGは 乾

燥前の生菌量が多 く,且 つ凍結乾燥に対する生残率が高

く,従 つて乾燥後の生菌量が多い｡こ の成績より超音波

を作用させて作つたBCG菌 液を凍結乾燥する場合に

もSauton培 地培養10目 以前のBCGを 用いれば生菌

量の低いワクチンをつくる危険が少ないといい うるので

ある｡

実験1K超 音波照射による濃厚菌液作製条件

以上の実験により超音波製乾燥BCGワ クチンの生

菌数は,超 音波照射量が一定であ れ ば 照射 時 間 及び

BCG培 養 日数によつて規定されることを知つたが,更

に菌に対する超音波照射量には照射を受ける菌液の濃度

如何によつて,い かなる照射条件が選ばるぺきかをみな

くてはならぬ｡そ こで39前 後 の脱 水菌 体 に5%

Lactose溶 液を加えて約30m1の 容量とし超音波照射

によつて100mg/mlの 菌液 になるようにし,菌 の分散度

と生菌量との二点から超音波の至適照射条件を求めた｡

この実験に実験1rの 強照射条件を用いたところ約25分

の照射を必要 とした｡こ れより短時間では大きい菌塊が

多 く,長 時間では菌の分散はよくなつても菌体破壊産物

の増加が著しくなり生菌数は減少する｡そ こでBCG

の培養目数を10目 以前とし以上の照射条件凍結乾燥条

件を以て経皮用乾燥BCGワ クチンをつ くる方針とし

たo

Sauton9日 培養のBCGを 用い上述の照射条件によ

つて作つた100mg/mlの 菌液1栩1を アムブルに分注

し凍結乾燥して1ア ンプルに100mgのBCGを 含む乾

燥ワクチンをつくつた◎ このワクチンの凍結乾燥前後の

1mg中 の生菌数はそれぞれ9.7x106,36.3×105で あ

り,凍 結乾燥に対する生残率は33｡4%で あつた｡製 造

後1週 間5｡C以 下 に保存 して動物実験に用いた｡

実験IV超 音波ワクチンのvlrulence

並びに免疫元性について

超音波照射によりBCGのviru!enceの 変化,特 に

上昇に対する懸念をしらべる為に,先 ず超音波を用いて

作つた菌液を天竺鼠に接種 してvirulencetestを 行つ

た｡す なわち4Lotに ついて各30mg宛 を1Lotに つ き

10匹 の天竺鼠の皮下及び筋肉内に接種して3カ 月放置後

屠殺剖検を行つて リンパ腺及び内臓の結核性変化を調ぺ

たが内臓には肉眼的に結核結節を認めることがでぎなか

つた｡す なわち超音波照射によつてもBCGのvirulence

には上昇が見られないのである｡

次 に免疫元性は天竺鼠の感染防禦力試験によつて行つ

た｡す なわち上記の超音波乾燥BCGワ クチ ンにつき,

乱刺法 ・皮下法及び皮内法によつて次のように行つた｡

A)天 竺鼠を3群 に分け第1群(6匹)に は予め脱毛

した左下腹部に10(img/mlBCGワ クチンを一滴落 し、

径8～9mmに 拡げて種痘用乱刺針で30回 乱刺した｡筋

2群(7匹)に は同一ワクチンをIO"2mg/"dに 稀釈し

1.Oml宛 左下腹部皮下に注射 した｡第3群(6匹)は 対

照としBCG接 種を行わない｡ツ ベルクリン・アレルギ

ーはBCG接 種後4週 から6週 迄100倍 ツベルクリンで

追求した｡BCG接 種後6週 目 に人 型 結 核菌H・ 株

0.02mg宛 を全群の右下腹部皮下に感染し更に6週 放置

した後屠殺剖検して肉眼的に感染防禦効果をしらべた｡

B)氷 室 に7週 間保存した超音波ワクチンを用い,天

竺鼠を3群 に分けて第1群(7匹)に は80mgノmlに 稀

釈したワクチンを30刺 乱刺接種,窮2群(7匹)に は

0.4mg/mlに 稀釈したワクチンをO.Icc(人 体接種量)

皮内に注射,第3群(8匹)は 対照とし,人 型結 核菌

H37Rv株0.017119を 感染 し,以 後実験Aと 全く同じ

に行つた｡

・一 一23… 一・一一・・一
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図3超 音波乾燥BCGワ クチンを接種 した天竺鼠における結核症防禦効果

第1群 第2群

100惣9/ml乱 刺群O.Olmg皮 下注射群

第3群

対 照 群

第1群 第2群

80mgintt乱 刺群O.04mg皮 内注射群

o

第3群

対 照 群

　

リンパ腺の結核性変化(+)数 字 は脾の平均重量

内蔵の結核性変化 (+)

成績は図3に 示すように超音波乾燥BCGワ クチンは

乱刺法｡皮 下法｡皮 内法のいずれの接種法によつても顕

著な感染防禦力を示すことが認められた｡す なわち剖検

所見についてみると,感 染局所の変化,リ ンパ腺の腫脹

は免疫群は対照に比 して軽度であり内臓では,肺 は免疫

群は全 く結節を認めず,対 照群はその殆んど全部の肺に

数個宛の結節を認めた｡肝,脾 は対照群は全部多数の結節

を有するが免疫群には殆んど肉眼的病変を認めない程度

であつた｡

以上の成績から超音波を用いて作つた乾燥BCGワ ク

チンは,virulenceの 上昇を来す ことなく,し かも充分

の免疫元性を保持 しているといえよう｡

超音波乾燥BCGワ クチンのツペルクリンアレルギー
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図4超 音波乾燥BCGワ クチン接種後6週 間の

天竺属におげるッ・アレルギーの推移

4wgw

-→BCG接 種後経過時日(週)
ら脚

を惹起する力は図4に 示す如

くで乱刺法では4週 で確実な

アレルギーの発現を示してい

る｡乱 刺群は皮内及び皮下接

種群よりもアレルギーの発現

は強く,皮 内及び皮下接種群

は時日の経逼 とともに強いア

レルギーを示 している｡・

実験V超 音波乾燥BCG

ワクチンの人体接種

実験IVに より超 音 波乾 燥

BCGワ クチンはいずれの接

種法を用いても極めて顕著な

感染防禦効果を与えることを

認めたので,こ のワクチンの

人体接種を行いその効果を見

たo

この実験には凍結乾燥後3

カ月間5｡C以 下 に保存した

ワクチンを用いたが,接 種時

の生菌数は28.3x105/mgで

あつた｡

接種対象は静岡県御殿場小

学校の児童で既往にBCGを

図5超 音波乾燥BCGワ クチ ンの各種接種法に

よる人体接種後,1年 間におけるツペルク

リン反応陽性率の経過
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一→BCG接 種後経過月数

鱒

接種したことのないものをえらび,ツ ベルクリン反応が

陽性でないことを確かめた上で接種を行つた｡

接種は皮内法及び乱刺法により,い ずれにも同一のア

ンプルからとり出した菌液を用いた｡第1i群 にはO.04mg

(O.1ml)ず つ皮内注射,第2群 には80mg/ml,第3群

には16emgノ 〃nlに 稀釈したワクチンを1滴 ずつ皮膚上

におとし径8～vgmmの 円型に拡げて種痘用乱刺針を用

いて30回 乱刺した｡ツ 反応の検査は接種後1,3,6,

12カ 月目に行いすぺて同一Lot(Lot418)の2㎜ 倍

劇一一24-一



ツベルクリンを用い,そ のO.1ccを 皮内注射後48時 聞

で反応をしらべ,10mm以 上を陽性 とした｡1年 目のツ

反応測定成績において途中で一旦減弱した反応が硬結を

伴つて再び著しく強度を増したもの及び最強反応を1年

後も示すものは自然感染例と して集 計から除外した｡

BCG接 種局所反応の検査は発赤を伴つた硬結 ・痂皮｡

潰瘍 ・搬痕 ・無変化 と外から見たままに区別した｡

陽性率は図5に 示す如 くいずれの接種方法によつても

1年 間を通じて80%以 上の陽性率 を維 持 しておりジ

160mg/mlで 乱刺接種を行つた群では,1年 問90%以

上の陽性率を保持している｡従 つて超音波乾燥 ワクチン

は乱刺法によつても,皮 内注射によつても人体接種に用

いて充分の効果を期待することができるといいうるであ

ろう｡

表2

1年 間における接種局所変化 の経過

超音波乾燥BCGワ クチンの各種接種法による人体接種後,
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と,超 音波の殺菌作用のために生菌数が減少してワクチ

ンとしての価値を減ずることになる｡BCGワ クチン製

造に超音波を利用した多くの研究 者 の研 究の重点も結

局,ワ クチンめ生菌数がなろぺ く多 くてしかも菌液の分

散状態ができるだけ理想に近い条件をえらぶことにあつ

たようである｡

しかし超音波照射の至適条件は,照 射エネルギーを測

定することがむつかしいので,そ れを以て規定するわけ

にはゆかず,結 局用いる超音波発生装置に即応して,最
ぎ

・適点をえらぶようにせねばならない◎その上菌塊の分散

には照射をうける菌液の濃度のみならず菌液の容量 もま

た大きな影響を与えるので,こ のような因子を凡べて一

定 して,菌 塊の分散状態を顕微鏡的にみ同時に培養によ

つて生菌数の消長を追いつつ機械毎に照射至適条件をき

めなくてはならないo

BCGワ クチ ンの

ワクチン雄 方測 皮憎 竪 射
80mg/ml

乱 刺 法

正60mg/ml

乱 刺 法

接種後経過月数

舷 検 数
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しかし硬結触知率や2重 発赤形成率の面から質的にッ

反応の強さを観察すると,超 音波乾燥ワクチンによつて

惹起されたッベルクリン反応は水晶球入 りフラスコ回転

振量法でつくつたワクチンより弱い｡同 様なことは接種

局所変化の消長からも知ることができる｡超 音波を用い

ないワクチンでは皮内法｡乱 刺法を問わず,接 種1年 後殆

んど100%に 癩痕が残存しているのに対して,表2に 示

すように超音波を用いたワクチンでは接種局所の綴痕が

殆んど跡をとどめずに消失 している例が極めて多 く,こ

れら力価の減弱は専ら生菌数の減少に帰せられるべぎで

あろう｡

考 按

超音波の細菌に対する作用については種 々の考察が下

されている｡そ の中最も大きな影 響 は殺 菌作用である

が,こ の作用が如何なる過程によつて行われるかは明ら

かでない｡し かし照射時間の延長とともに,照 射を うけ

た菌が増殖力を失つてゆき,叉 形態学的変化も甚しくな

ることは多 くの成績 より明らかである｡

一方BCG菌 液製造に超音波を用いる目的は,よ く菌

の分散された浮游液を得たいためである｡と ころが生菌

ワクチンとしてのBCGワ クチンはなるべく多 くの生菌

が一定重量中に含まれていることを同 時 に要求するの

で,菌 の分散をよくし よ うとして照射時間を長 くする

vitalityと い う面から

見ると,高 橋の研究の

如 く6)短時闘の超音波

照射が菌の増殖力を増

大するという観察は興

昧あるこ とで あ り,

BCG以 外の菌につい

ても同じような報告が

あ る1の11)oし か し

BCGは 機械的な外力を加えなくては菌塊を4>散 して均

等な菌液 とすることがむつかしいので,単 孤菌浮游液に

超音波を照射する場合には,BCGは すでに何らかの物

理的な作用を超音波照射前に受けているはずである｡従

つて超音波の照射が更に菌の増殖力に影響を与えるとす

れば,機 械的な力以外の何か超音波特有の作用があるの

であろ う｡著 者の実験ではこのような超音波特有の作用

はなく,短 時間の照射が菌の増殖力を高めるようにみえ

るのは,菌 塊が単孤菌に分散することによる集落数の増

加のためであることを確かめることができた｡な お実際

にワクチンを製造する場合には脱水菌体をそのまま適当

な媒液中に入れ,直 ちに超音波を照射 して菌塊を分散さ

せるので,照 射時聞は長 くな り,短 時間(例 えば10分

以 内)の 照射は用いられない｡

BCGのSauton培 地上の発育時期によつて,1束 浩乾

燥に対する抵抗性を異にすることを橋 本 等 は報告した

が12),こ れはワクチンを製造する場合にBCG菌 側の条

件を考慮に入れねばならぬことを示したものである｡

超音波ワクチンを乾燥ワクチン と して用いる場合に

も,そ の物理的外力の加重することを考えて な お一 層

BCG菌 体の抵抗力を重視しなくてはならぬはずである｡

その意昧から上述の如く著者は,BCG菌 側の条件,超音

波照射エネルギーの条件を吟味 して超音波乾燥BCGワ

一 一一・25薗 一一
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クチンの製造を行つたのである◎

超音波照射によるBCGの 菌力の変化,殊 にその上昇

の可能性は上述 した実験成績からみて肯定 しえないので

ある｡む しろ,照 射による生菌数の減少のために,菌 力

が見かけ上減少 して,抗 元性の低下がおこる点が問題で

あろう｡著 者のえた超音波照射条件では未だワクチンの

生菌数の点からみて,従 来の水晶球 蕊ルペン振盤法によ

るワクチンに稽 々劣ることは免かれない13)｡し か し皮内

法及び経皮法で行われた人体接種成績の陽転率,及 び局

所変化よりすれば,BCGワ クチンとして充分実用の域

に達 しえたものといい うると思 う｡

膿 厚な菌液を一時に大量に,而 も非常に簡易な操作で

製造できるということは,超 音波法の極めてすぐれた点

であるから,経 皮用 ワクチン製造にはこの利点を充分生

かすことが必要である｡そ れには生菌数の上昇に工夫を

こらすことが今後の課題であろう｡よ く分散された状態

でしかも生菌数が多いことをのぞむには,超 音波照射時

間を短縮する方向へ研究をすすめるべきであるが,既 に

著者等はこの方向に薪しい知見を得つつあるので後に報

告したい｡

結 論

超音波乾燥BCGワ クチンの製造条件において,照 射

条件及びBCG菌 側の条件を検討し,菌 の分散が良好で

しかも生菌数の多い乾燥ワクチンを製造した｡こ のワク

チンは,動 物実験において強い結核症防禦力及びツベル

クリンアレ匹ギーを賦与することができ,し かも人体接

種では,皮 内法でも経皮法によつても高い陽性率を1年

間持続せしめることができた｡

終 りに臨み柳沢部長 ・室橋博士｡橋 本技官の御摺導

と御校閲を感謝すると共に研究窒諸氏の御援助を深謝

するo

なおこの研究の蝋部は丈 部 省 科 学 研 究 費,曰 本

BCG研 究協議会研究費によるものであつて,こ こに

謝意を表する｡
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