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BCG菌 株 に 関 す る 研 究

第4報 目本株 とス カンヂナピャ

諸 国保存株 との比較

国立予防衛生研究所結核部(部 長 柳沢 謙)

室 橋 豊 穂 ・関 叉 蔵 ・吉田幸之助

言

(昭和29年2月25目 受付)

Pasteur研 究所及 びTiceLaboratoryに それぞれ保

存 されている フランス株及び ア メリカ(T)株eeと,1925

年以来牛胆汁培地 に継代保存 されてい る日本 株 と の 性

状 の比較 は既 に報告 した1)｡天 竺 鼠 に対す るそれ 等 の

Virulenceや 免疫元性 には本質的な差異がない と し て

も2),3),培 養基上 における発育性状や菌の形態学的性状

に見 られた差異 は,長 期間に亘る菌株 の継代保存に当つ

ての些細 な培養条件の差異に恐 ら くは大 き く影響 されて

いる よ うに思われ る｡ス カンヂナ ビヤ各国 に保存 されて

いる菌株 にして も,例 えばデ ンマーク株はSauton培 地

のみに長 く継代 されてお り,F・vanDeinseの 指摘す

るところに従 えば4)・5)・6),原株 としてPasteur研 究所

に保存 されているもの とはかな り違つ た生物学的性状を

示 しているよ うであ る｡し か も氏 の菌株か ら作 られた ワ

クチ ンが,現 在WHOの 標準 ワクチ ンとして広 く使用

されている以上,わ が国保存株 との比較 を行 う必要のあ

る ことは言 う迄 もない｡著 者 の一人室橋は北欧三国のB

CG研 究所を訪ねて菌株 の保 存や ワクチ ン調製の実際を

見 る機会 を得たが,同 時に各国保存株 の分与を受けたの

で,こ の3株 と日本 株 との比較 実験を試みた｡前 実験の

成績 と比較 し うるよ うに殆 ん ど同一 の実験方法に よつて

行つた｡

2培 養 性 状 の 比 較

分与 された菌株 は次 の如 くである｡

ノールエ ー株:Bergenの 細菌研究所BCG研 究室

(Dr.J.B6e)保 存株｡牛 胆汁馬鈴薯培養 を入手｡移 植

後20日 目｡

スエ ーデ ン株:Gδteborgの 細菌研究所BCG研 究室

(Dr.O.Sievers)保 存株｡牛 胆汁馬鈴薯培養を入手｡

移植後8目 目｡

デンマ ーク株:Copenhagenの 国立血清研究所BCG

研究室(Dr.K.T｡lderlund)保 存株bSauton馬 鈴薯

培養 を入手e移 植後24日 目｡

1)馬 鈴薯培地上の発育

3株 とも馬鈴 薯培養 を分与 された為 に,菌 株の継代 は

甚だ容易であつた｡す なわち分与 された ものか ら直ちに,

グ リセ リン水馬鈴薯,Sauton馬 鈴薯及び牛胆汁馬鈴 薯

に移植 し,次 いでそれ ぞれ継代 した ところ,牛 胆汁馬鈴

薯培地 には3株 とも初代か ら発育は相当 よく,3週 目に

は滑かな菌苔を作 つた｡又 グ リセ リ ン水馬鈴薯及び

Sauton馬 鈴薯には,移 植初代は余 り思 わ しい発育を示

さなかつたが,2代 目以後 は旺盛に発育 した｡

この3種 の馬鈴薯培地 のいずれに も,ハ ールエ ー株 は

最 も旺盛な発育を示 した｡

以上の成績はフランス撫 アメ リカ(T)株 が牛胆汁

馬鈴薯培地に継 代が困難 であつた ことか ら考えて,大 き

な相違であ る｡

2)Sauton培 地 上の発育(附 図1)

Sauton馬 鈴薯2代 乃至3代 培養の,Roux試 験管球

部液面 に生 じた菌膜 を とり,Sauton培 地に移植 し,そ

れか ら10日 毎に2回 継代 した｡Sauton培 地3代 目の

菌膜 についてみる と,9日 培養 の菌膜は次の よ うであつ

たo

日本株の菌膜 は比較 的薄 く,コ ル ベンの全面に拡つ て

良好 な発育を示 し,デ ンマーク株 のそれは菌膜 が厚 く表

面が粗雑穎粒状 で発育 は稻 々劣 り,ま た,ス エ ーデ ン株,

ノールエ ー株 ともに菌膜が厚 く鍛嚢 も大 き く,発 育は良

好であつたが,特 に前者 はフランス株に似て黄 色調が幾

分強かつた｡

Sauton培 地上 の発育を更 に比較追求す る為 に,次 の

実験を行つた｡

実 験:日 本株及び スカンヂナ ビヤ3株 をそれ ぞれ牛

胆汁馬鈴 薯培地か らSauton馬 鈴薯 に移植 し,継 代2代

目の管底液面 に生 じた菌膜 をSauton培 地 に移植 し,

Sauton培 地2代 目の菌膜 を種培養 とした｡各 菌株につ

きSautonIOOccを 入れた300cc容 量 の=ル ベ ン12個

宛 を用意 し,各 種培養7日 目の菌摸か ら1渦 巻白金耳宛

菌膜 を移植,培 養後7目,9日,11日 及び14目 目に

各株 とも3個 宛 コルベ ンを取 り出 し,菌 収量(3個 の平

甚 前 報 告 に は ワク チ ン製 造 者R《 》sentha1のRを 付 して
,ア メ リカ(R)株 と仮 に名付 けた が,研 究

所 名 を付 す る方 が 正 しい と思 うの で,ア メ リカ(T)株 と訂 正 す る｡.
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Table2MeansizeofbactenalcelLsfrom

thebacillarymassof9dayculture

onSauton-POtatomedi㎜｡

Strain

Japanese

Dani$h

Swedish

Norwegian

Culturedays Strain

7 9 11 14

23.2×10610｡3x10727.Ox10612.2×106

20.6x10632.6×1066.O×10612.8x106

15.4x10610｡1x1078.4x1066.OX106

9.6x10625.6×1061.4×1062.6x105

Japanese

Danish

Swe(lish

Norwegian

Slzem"

Max｡Min.M

3.20.81.55

3の20.81｡57

4.80.81.67

6.40.82.18

0.26

0｡29

0.30

0.79

1,000

1,000

1,000

1,000

均値)及 び生菌単位数 を測定 した｡

成績は第1図 及び第1表 の如 くである｡

菌収量はスエーデ ノ株及 びノールエ ー株 では殆ん ど同

程度で,日 本株及 びデ ンマーク株 よりも多かつたが,培

養7日 ～11日 迄の発育 曲線 は略 々平行Lて お り発育速度

には殆ん ど差がない と考え ることが できる｡次 に生菌単

位数が,培 養9目 を最高 としている点ではいずれ の株 も

同様であるが各培養 日数毎 に得 られた生菌単位数 には菌

株相互に差異があ り,発 育 の略 々等 しいスエーデ ン株 と

ノールエー株 との間にも培養14目 自には約1ん 程度の

開きがあ り,又 日本株 とノ ールエー株 との間には培養14

目目には1緬 程度 の開 きが ある｡培 養9日 以後 ノールエ

ー樵の発育曲線 が軽度 の下降を示 している ところか らこ

れは説明 し うるか も知れない｡

3)菌 の形態学 的性状

'Sauton馬 鈴薯9日 培養の菌苔か ら塗抹標 本 を作 り
,

Ziehl-Neelsen染 色 を施 して,菌 体の大 さ,染 色性及び

形態を比較 した｡

菌体の大 さは,昏 株 とも1000個 の菌体 に就 いて計測

しその平均値 に よつて比較 した｡大 さの分布 は第2図 に

示す如 くで,日 本株,デ ンマ ーク株及び スエ ーデ ン株は殆

んど同形の分布曲線 を示 し,前 報告1)の 臼本株 のそれ と

完全 に一数 している｡独 りノ ールエ ー株 は異つた分布 曲

線 を示 し,前 報 告のフランス株 と同形 である｡菌 の大 さ

の平均値は第2表 の如 くで,分 布曲線 に一致 して 日本,

デンマーク及びスエーデン各株の間に殆ん ど差異が な く

小形 であるが,ノ ールエー株のみは最大で,フ ランス株

と略 べ似 た値であつた｡

染色性はいず れの菌株 も平等 で良 く,日 本,デ ンマー

ク及び スエ ーデ ン各株は1～3個 の穎粒を,ノ ールェー

株は2～5個 の穎粒 を示 し,後 者 には大小不同のみなら

ず,多 少醗 曲 した形態を持つ ものも見 られた｡

4)Virulen㏄Test

BCGのVirulenceは 低 く固定 されてい るので,大 量

の接種ではその間 の差異を見るこ とがで きない｡少 量の

皮内注射 に よるJensen法 は現在世界の凡ゆ るBCG研

究室で用い られ てい るが,こ れ も的確な成績 を与 え得な

いよ うである｡lowVirulenceの 分析は又別の接種経路

によつて行 われ なければならぬ と考えるが,他 の報告及

び前実験の成績 と比較す る為 に,Jensen法 を用 い,0.ユ

～0.OOlmgを 天竺鼠 皮内に接種 し,局 所反応 を追求 し

てみた｡成 績 は第3表 の如 くで,菌 量に よる差異は認め

得て も,菌 株 による差異は認 められなかつた｡

5)免 疫元性 について

' 一一一13
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実 験:Saut◎n培 地10日 培 養 の各 菌 株 か ら,同 時

に同 ・・・…一方法 を以 つ て菌 液 を 作 製,各 々O・1～0・OOlmgを

天竺鼠 皮 内 に接 種 し,6週 間 後 人 型 結 核 菌H,株O.01

mg(24.2×10《 生 菌 単 位)を 以 つ て 感染 を行 い,更 に6

Table3

週 を経て剖検 した｡成 績は第4表 に示す如 くである｡擢

患度の記載は佐藤 秀三法 によ り,臓 器或いは淋 巴腺に就

いて+数 の1頭 平均値 の対照動物1頭 の値に対 する百分

率 を以つて表わ したo・

VirulenceTest

In◎CU-]しocal

lum

(mg)site

Japanese 一 Danish 1 Swedish { Norwegian

daysafterin㏄ulation

3571421 357142・1357・42・1357・42・
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十 十 〃5～7

十 〃lessthan4〃zm

管nulhberofani㎜ ユs

Table4Com麟onofthei㎜ ㎝ogenicity

Group

Control

BCG一Group:

O.1mg

J、0.01

0.001

0｡1

D.0｡01

0.001

0.1

S.0｡OI

O.001

0｡1

N｡0.01

0｡001

Tubercロ1in

reaction

i㎜ed.bef◎re

challenge(㎜)

0

16.4
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17.0
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1｡17
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V｡U.ofBCG
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0

57.8xlOb
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1｡20

1｡13
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Note:ChallengedosiswithO.01mgofhumantypetuberclebacilluscontained24・2x104

0fviabletmits

J:Japanese,D:Danish,S:Swedish,N;Norwegian

14



25ユ

接種されたBCG生 菌単位数は 日本株 が57.8×105～

×10sで 最も多 く,デ ンマ ーク株及びスエ ー デ ン株 は

略々これ と同一 〇rderに あつ たが,ノ ールエー株 のみは

1.6×105・V×103で 明らか に低かつた｡罹 患度 もこれ に

相応 して,ノ ー・ルエ ー株群 において稻 々強かつ たが,対

照群 の罹患度 に比すればそれでもよく感染 を防禦 し得 て

お り,こ の実験では,菌 株 に よる免疫元性の差 異を認め

ることができなかつたQ但 し更 に免疫後の感染時 期及び

感染菌量に就 いて検討 を要す るであろ う｡

3総 括 考 按

われわれ の持つBCG菌 株 と,ス カンヂナ ビヤ諸国保

存の菌株 とを跳較 した結果 ・Virulence及 び免疫元性に

は菌株聞に本質的 な差異を見出 しえなかつた｡Virulenoe

Testと してのJensen法 の成績か らは,ノ ールエー株

のみが他の菌株 に比 して弱 い局所反応を示 したが,こ れ

は接種された菌液 中の生菌単位数が他の もの よりも少な

かつたことを以つて説明 しうると思 う｡全 く同様 のこと

が感染 防禦効果について もい うこ とがで きる｡

培養性状 の内特に 目につ く点 は,Sauton培 地上の菌

膜の性状であつた｡す なわ ち同一培養方 法に よつ て牛胆

汁馬鈴薯培地 からSauton馬 鈴薯培地を経 てSauton

培地に移植 された各菌膜 は,既 に1週 目にはか な り相違

した外観を示 し,日 本株 の菲薄なのびの よい菌膜 に対 し

て｡他 の3株 は旺盛 な発育 ではあるが相当厚 い菌膜を作

り申でもデンマ ーク株 のそれは粗縫な感 を与えた(附 図

1)｡こ の点か らみ て,菌 膜の発育速度に差異 のあるこ

とが想像され るが,培 養7乃 至14日 の発育 曲線 を辿つ

てみると,7日 目には既に菌収量 にかな りの開 きが見 ら

れるのである｡そ して7～11日 には菌収量 こそ違 え曲線

が互に平行 しているか ら,発 育速 度に大 差ない と思 える

が,11～14日 に至 ると,菌 収量の多かつ たノールエー及

びスエ ーデ ン株 の発育曲線 が水平 に近づ き,こ れ に 対

して 日本株及 びデンマーク株の曲線が上昇 を示 してい る

ことか ら,後 者の発育速度が前者 より増 した と考 えられ

る｡従 つて前2者 と後2者 との聞にはSauton培 地上の

発育相が稽 々異 る と考 えて よかろ うと思 う｡そ れに も拘

らず,各 時期 におけ る菌膜の単位重 量申の生菌単位数 か

らみるといず れ も9日 培養 を頂点 としているので,こ の
ゆ

発育相の差異 も,生 菌単位数の消長 に影響 しうる程の大

きな差異ではない よ うに思 う｡

Sauton培 地上 の菌膜の外観についてみ るに,ノ ール

エー株及びスエーデ ン株は フランス株 と相似 ていたが,

デンマ ーク株 のみは粗雛な,稽 々延 びの悪 い菌膜であっ

た｡こ のよ うな外観はSauton培 地のみ に5～6代 継代

され た場合 には 日本株 に就 いて も認め うる性 状 で あ る

(附図2)｡現 在 デ ンマークでは甚 だ延びQ悪 いSauton

培地継代の菌膜 のみを ワクチ ン製 造に用いている ところ

か ら,こ の よ うなdysgonicな 菌膜の性状 は,1～2代

の馬鈴薯培地通過によつては容易 に失われ得 ないのか も

知れない｡SautOn培 地 に長 く継代するこ との可否につ

いては,既 にF.vanDeinseが 鋭 い批判を下 し て い

るが,わ れわれの実験成績か らみてもこれを 認 め うる

のである｡た だ この よ うな発育を示す場合 にも予想に反

して単位重量 中の生 菌単位数 は余 り減少 しないので,液

体 ワクチ ンとしての生菌単位数の面か らは,余 り影響 し

ない と思 うが,F.v鋤Dei爲eの い うよ うに菌 自体 に生

理的或いは形態学的 に変化が起 りうるとすれば,か か る

継代保存方法 には賛同す ることはで きない｡特 に凍結乾

燥 ワクチ ンを製造する場 合には,継 代培養に伴 うdyS・

gonicな 発育相 に対す る結凍乾燥 の影響が当然考慮 され

ねばな らぬか らである｡

菌 の形態学的性状 の うち,菌 体 の大 さが分布曲線 並び

に平均値 において,日 本株,デ ンマーク株及びスエーデ

ン株 の間では略 々一致 し,ノ ールエー株 のみが前 報 告の

フランス株 と殆ん ど同型 の曲線及び大さを示 した ことは

ノ ールエー・…株が比較的最近Pasteurか ら分与 された菌

株であることに由る ものであろ う｡

本 実験におけ る馬鈴薯培地培養の うち牛胆汁加培地 に

移 植初代か らいずれ も良好 な発育を営 んだ ことは興味が

ある｡前 実験で フラ ンス株及びア メリカ(T)株 が容易

に発育 しえなかつた理 由 として,培 地成分 申の牛胆汁や

グリセ リンの質的な異 同を一応考慮 したが,本 実験の成

績からすれぱ これ等の菌株 がむ しろ2週 間毎 に牛胆汁加

培地 に継代保存 されて来た経 歴の方が よ り大 きく影響 し

ているよ うに思 う｡フランス株 は1933年 以来牛胆汁培地

に年1回3代 移植 されるにす ぎず,通 常 はSauton馬 鈴

薯培地 にのみ継代 されているいわばSauton馬 鈴薯株 と

もいい うるものであ るか ら,Paste肛 研 究所の牛胆汁 と

は異つ た莱わが国の胆汁加培地 にはなお さら容易 に発育

し得 なかつたのではあるまいか｡F・vanDeinseが い

うよ うに,Sauton馬 鈴薯培地がBCGのVitality維

持には好適で あるとしても,BCGが 始 め牛胆汁加培地

によつて選択 的に解離 された変異株で あることを考える

な らば,BCGに 及 ぽす牛胆汁加培地 とSauton馬 鈴薯

培地 との影響 の異同について充分解明 されない限 り,原

株 の諸性状 を保存す るとい う意味か ら,依 然 として牛胆

汁加培地 に保存 さるべ きもの と考 える｡

eePasteur研 究所 の牛胆汁は,採 取後6ヵ 月～1年 間室温 に静置 してか ら濾過 した ものを,わ が国で は3

遍問以上静置 し,同 様 に処理 した ものを使用す る｡
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4結 論

ス カンヂ ナ ビヤ3国 に保存 され ているBCG菌 株 とわ

が国保存の菌株 とを,培 養性状及 び免疫 生物学 的性状 に

ついて比較 した0

1)馬 鈴薯培地上の発育はいずれ も良好で,牛 胆汁加培

地に も移植初代か らよ く発育 した｡

2)Sauten培 地 におけ る発育 も良好であつ たが,3菌

株共菌膜は厚 く,日 本株 の菲薄な菌膜 とは外観 を異 にし

ていた0

3)Sattton培 地上の発育 は,ス エーデ ン株及びノール

エー株 は迅速で菌収量 も多 かつたが,各 培養 日数毎 の単

位重量 中の生菌単位数 は 目本株が最 も多かつた｡

4)Sauton馬 鈴薯培養につ いて菌体 の大 さを比較す る

に,ス エーデン株及び デンマ ーク株 は日本株 と同様 に小

形で,ノ ールエー株のみが フランス株同様の大 さ及び形

態を呈 した｡

5)Jensen法 によるVirulenceTestで は,接 種菌量 に

よる局所変化の差異 を認め えたが,菌 株毎の差を認めえ

なかつた｡又 感 染防禦力 について も同様 の成績を得 た｡

6)以 上の実験成績及 び前報告 に述べた アメ リカ(T)

株 及 び フラ ン ス株 との 比 較 実 験 成績 か ら,BCG菌 株

は,そ の生 物 学 的 性 状 を 維 持 せ しめ るた め に,牛 胆 汁 加

馬 鈴 薯 培 地 に継 代保 存 さ るべ き もの と考 え る｡

欄 筆 に臨 み 御 校 閲 戴 い た柳 沢部 長 に深 謝 す る｡

本 研 究 は丈 部 省 科 学 研 究 費 の 援 助 に よつ て な され,

綜 合研 究結 核 研 究 班 々 会 議 で一 部報 告 され た｡今 村 班

長,熊 谷 科 会長 に 謝意 を表 す る｡
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