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臓器内菌培養によるBCGワ クチ ン力価検定 に関す る研究

大阪大学医学部第三内科教窒

(指導 堂野前 ・維摩郷教授)

岡 田 静 雄

(受 付 昭和30年7月20日)

第1章 緒 言

結核免疫に際して生菌による方が死菌による場合より
(1～9)

も優れたれた効果を期待できることは多くの学者によつ
10)

て認められ,今 村教授はその理由として 「結核免疫は結

核菌と生体との交渉により成立し,弱 毒菌たりとも体内

において容易に死滅せず,体 内において細胞との交渉は

非較的長 く保たれ,結 核免疫を持続するに便なるべし」

と述べられている。近時BCG乾 燥 ワクチ ソが用いられ

るに至つて,そ の免疫効果が在来の液体ワクチソに比し

著く劣ると考える者があるので著者はこの点に関し,B

CGの 接種動物体内における生存期間によつて両ワクチ

ソを比較検討した。またBCGに よって保持せられる免

疫力の証明は試験感染菌による内臓臓器病変を検討する

と共に臓器培養により,免 疫動物と非免疫動物体内の試

験感染菌増殖の差を比較検討し,こ れによつてワクチソ

の免疫力価を判断する実験を行ったので以下その成績を

報告する。

第2章 案験方法

第1節BCGワ クチソ作製方法

第1項 液体ワクチソ

ソー トソ培地2代 目11日培養のBCGを 手 振コルベ

ン」により所要の菌濃度浮游液を作製 した。

第2項 乾燥ワクチソ」

液体ワクチソ」を1%サ ツカ=一 ゼ液にて10mg/c.c.

の菌液を作 り,そ のO.5c.c宛 を 「アソプ レ」に分注し

て乾燥 し用に臨んで必要量の生理的食塩水に溶解した。

なお経皮接種用ワクチソは100mg/c.cの 菌液を乾燥 し

た。乾燥ワクチソ」はすべて結核予防会近畿BCGワ ク

チソ製造所において作製されたが,そ の作製時の条件は

次の通りである。

1装 置 攻容箱式

丑 予備冷凍 一20。C
～

皿 加 温200C～280C

IV「=・ 一・一ル ド トラ ツ プ 温 度 一32。C～-38。C

V乾 燥時間5時 間

順 蟹 孟 ～茜 一Hg

第2節 動物接種方法

第1項BCG接i種

予めレーメル反応陰牲を確めた各群20～25匹 の天竺

鼠の左大腿部皮下に所要量のBCGをo.5c.`の 菌浮游

液として接種 した。また経皮接種では大腿部または背部

に高灘 の菌液を鏑 滴下し÷ 注射針で… 回舌圃接

種 した。

第2項 試験感染

講欝 慈嶽鐡灘欝
第3節 臓器培養方法

イ)苛 性曹達法

各臓器の一部を採り滅菌乳鉢にて磨砕後10倍 量の1%

苛性曹達を加えて15分 間放置し,そ のO.1c.cを1%小

川 培地に培養し,4～6週 後菌集落数を判定した。特に

注記しない限り臓器培養はこの方法によつた。

ロ)硫 酸法

乳針にて磨…砕後約10c.cの5%硫 酸を加えて30分 間放

置した後遠沈し,そ の沈渣をほぼ2白 金耳宛可及的平等

に1%小 川培地に塗株した。なお臓器培養に際しては常

に一群3匹 を使用 し1臓 器3-一・5本の小川培地を使用 し

た。

第4節 剖検所見判定
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第1表 培養目数の異 るBCGワ クチンの動物体内生存期間(定量培養成績)
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第2表 培養日数の異 る乾燥BCGワ クチン免疫実験
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第4表 液ワク」乾ワク」比較実験璽

(定量培養成績)

1)液 体 ワクチソ」

6,11,15,21日 培養BCGワ ク

チソ1mgを 天竺鼠に接種し,2,

4・6,10,14週 後屠殺肉眼的病変

確め臓器培養を行った.第1表 にそ

の成績を示したがこれは各臓器3本

宛の培養基に生えた菌集落数の平均

を示した。4群 の間に大差は認めら

れないが,6,11日 培養のものが15,

21日 培養のB
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なお剖検所見成績は以上の記号を利用して 「ヒス トグ

ラム」により示した◇

第3章 案験成績

28

42

第1節 培養 日数を異にする 「ワクチソ」の比較

BCGの 培養 日数におよぼす凍結乾燥の影響にっいて
12)11)

は稗 沢,大 林等によつて報告 されているが,凍 結乾燥後

各培養 日数のBCGが 同質のものであるか否かは詳かで

ない。著者は培養 日数の異なるBCGの 天竺鼠体内生存

期間と免疫力について実験を行い次の如き成績を得た。

第1項BCGの 接種天竺鼠臓器内生存
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如く考慮して天竺鼠に接種 した。接種後2,4,

14週 に剖検臓器培養を行った。その成績は第1表 に示し

た通 りで4群 の間に全 く差違が認められなかつた
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第5表 液ワク」乾 ワク」による免疫比較実験 第7表 皮下,皮 内,経 皮接種による免疫実験
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た。再感染後2,4,6,10,ユ4週 に屠殺,剖 検,

臓器培養を行った。。その成績は第2表 の如くで,

再感染菌による鴎眼的病変は非免疫群とBCG免 疫

群との間において差異を認めるが,ヒ ス トグラムに

示した如く著明ではなく,こ れに対 し淋巴腺よりの

培養菌集落数および内臓よりの結核菌証明は両群の

間に著明な差異を認め得た。ただしワクチソの培養

日数を異にする4群 の間には差がなかつた。

第2節 液体 ワクチソ」と乾燥ワクチソ」の比較

第1項BCG接 種天竺鼠臓器内生存

液体 ワクチソ」およびそれより作製した乾燥ワク

チソ」を各天竺鼠に接種 した。

1)第1実 験
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硫酸法により臓器培養を行った。その成績は第3表

に示した。i接種後25～35日 では液体,乾 燥ワクチソ」

に限らずそのv・u.の 多少にしたがつて差異が認め

られるが,そ れ以後は接種時のv.u。如何にかかわら

乾 燥 ワ ク チ ン

告嚢離i
14

V.U. 脾

鰍

詳

戸

飛

.

難 にa6x、伽
下13.6x105

内 〃

経 皮113.6×107/c.c。

下13.6×105

内 〃

皮13.6xユ07/c.c.

70

98

皮 下13.6x105

皮 内 〃経

皮 ・13。6x10'/c.c.

皮 下13.6xユ05

皮 内 〃

経 皮13.6×107/c.c.

0.1

0

0.1

0

0

0

肝

O

AU
O

0

{U
AU
(
》
0

0

0

0

0

O
VO

O
V

0

0

0

0

0

02

0

{U

・
0

肺粥 醗
01130

040・60・1

063・30・3

0

0

0 繰
0

0

0

噌
⊥

1

・
ハり

・

0

0

0

0

0

2

1
。

・
0

(U

O4

6

AU

・

・

AU

O

0

0

0

0

0
0

0

0
0

0
0

0

第2項 試験感染結核菌の接種天笠鼠臓器内生存よ

り見た力価

鹸 と同様の乾燥了クチソ」士 量を天笠鼠に接種

し・6週 後 吹 田株71=rMoog(v・u30・8xIO2)を 接 種 し

ず差がなかつた。

2)第2実 験

第 ユ実験に引続き接種後短期間におけるBCGの 天笠

鼠体内生存を検討する目的で第2実 験を行った。すなわ

ちBCG接 種後1,3,7,14,28,42,70日 後に屠殺

剖検臓器培養(硫 酸法)を 行った。その成績は第4表 に

示した。液 ワク」,乾ワク」にかかわらずv.u.が ほぼ等

しければ,ほ ぼ同様の経過をたどり,少 なければやは り

体内生存は少数である.

以 上の実験より液ワク」乾 ワク」の天竺鼠体内生存に

関しては本質的な差異は認められないと考えられる。

第2項 試験感染結核菌の接種天竺鼠臓器内生存より

見た力価

前項第一実験と同様のワクチソを使用した。

試瓢 染はBCG臆6週 後高垣株諭 勉8("a・

108.6x103)を 接種し,さ らに6週 後屠殺鶴検臓器培養

(硫酸法)を 行つた。その成績は第5表 の如くで肉眼的
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病変では免疫3群 の間に大差を見得なかつたにもかかわ

らず,臓 器培養成績ではv.u.の 多い免疫群は少い免疫群

より遥かに少 くその差は著明である。すなわち液ワク」

乾ワク」の間にその免疫効果についての差異はなく,浦唯

免疫に用いたBCGのv.u.の 多いものは少いものより

免疫効果の大なることを認めかつ力価の差は内眼的病変

よ りも臓器培養による方が逡かに明瞭であることを認め

たc'

第3節 皮下,皮 内,経 皮接種についての比較

BCG接 種 による局所の潰瘍形成を軽減する為にRos・-
13)-17)
entha1等 多数の学者によつて経皮接種が提唱されたが,

これらによっても皮内接種と変らないBCGの 体内生存

を認め得るが否かを検討するために次の実験を行つた、

第1項BCGの 接種天竺鼠臓器内生存

ユ)液 体 ワクチソ

経皮接種は5(hag/c.c,10Cmg/c.cの 菌液を使用 し,

天笠鼠の左大腿部に接種した。BCG接 種,2,4,6,

ユ014週後屠殺剖検臓器培養を行つたが,そ の成績は第6

表の如くである。接種局所の病変は経皮接種が最も少 く,

次いで皮下,皮 内接種の順であつた。 レーメル反応陽転

時期に関しては各群の間に差は認められなかつた。臓器

培養成績でも4群 の間に大差は認められない。

2)乾 燥ワクチソ

経皮接種は10Cmg/c.c.の 菌液を使用して,背 面の毛

を脱毛して乱刺し,皮 内接種は左下腹部皮内に0.1mg

を,ま た皮下にも同様O.1mgを 接種 した。BCG接 種

後2,4,6,ユ0,14逓 に剖検臓器培養を行った。その成績は

第6表 に示した。各接種法の間にその経過において特に

差を認め難い。

以上の実験により本実験の如き高濃度のBCGワ クチ

ンを用いて経皮接種を行 う場合は,皮 下,皮 内接種に比

し,天 笠鼠の体内生存は差を認めないことを知 り得た。

第2項 試験感染結核菌の接種天竺鼠臓器内生存よ

り見た力価

皮下および皮内には0.1mgを 接種 し,ま たユOCmg/c・c.

の菌液を用いて経皮接種した。何れも前節と同様の乾燥

ワクチソ」鞭 用Ltc・BCGfits後6週 歌 田株痛

mg(v・u・30・8x1Cり を接i種しさらに2,4,6,10,ユ4週 後

屠殺,剖 検,臓 器培養を行った。その成績は第7表 に示

した如 くで,免 疫3群 の間には認むべき差は 見 られ な

い。唯経皮接種群で10,ユ4週後において皮下,皮 内接種群

より肉眼的病変及び臓器内菌数が多少,多 いように見え

るが特に問題にする程度ではない。非免疫群に比し免疫

群は肉眼的病変よりも臓器内菌数において遙かに明瞭な

差を見得ることは第一節および第2節 における免疫実験

と全 く同様である。

第4章 考案ならびに総括

以上の実験より

1)培 養 日数の異るBCGワ クチソ」の体内生存数は

液体ワクチソ」では6,11日 培養の方が,15,21日 培養

菌より長期かっ多数でv・u・ を考慮に入れるとしても短

い培養日数菌の方が長いものより生活力が旺盛であると

考えられる。これはこれ らのワクチソより製造 した乾燥

ワクチソ」の残存率が若い菌の方が高いとい うことと一
m8)致す

る。柳沢等もこの点に関し乾燥ワクチソは常に若い

菌を使用すべきことを強調している。 しかるに一致乾燥

課程を経たワクチソでは,rv.u」 を等 しくすれば体内生

存数の間にほとんど差が認められない。このことはBC

G接 種後,毒 力結核菌を再接種 し,再 感染防禦能を検討

した結果毒力菌の増殖が阻止されることはほぼ各培養日
11)18)数

の ワクチ ソ共等しいことと全く一致する、柳沢,橋 本

等は乾燥ワクチソの人体接種時のツ反応陽転率はrv.u」

の如何に影響されることを述べているが,著 者の動物実

験はこの点全 く同一の結論を示 している.

2)乾 燥BCGワ クチソ」が液体ワクチソ」に代って

使用されて以来,そ の保存可能の点については優秀では

あるが,力 価の点に関し,乾 燥による物理的条件により

残存率が10・・-40%に 過 ぎぬこと等から多大の疑問を持た
(11)

れ,柳 沢等により検討されたが著者は両ワクチンの動物

体内生存期間の如何により比較検討を行ったも上記の成

績から見ると11日 培養の如き若い菌ではv.u。 が等しけ

れば液体 ワクチソ」 と乾燥ワクチン」の間に体内生存期

間において差を認めない。また免疫実験に お いて も,

v。u.の多いもの程,液 体 ワクチソ」乾燥ワクチソ」の如

何にかかわらず,再 感染防禦能もまた高いことが知られ

た。

3)BCGの 接種局所の病変軽減の為,す でに乱刺,
(13)一(17)乱 切接種がR

osenthal等 により提唱されたが,要 はそ

の効果が皮内接種のそれに比し劣ることが最大の問題で

あつた。結核免疫の原則が体内における結核菌に左右さ

れることから著者は経皮接種を試みた動物体内のBCG

と皮下,皮 内接種 した際のそれとを比較検討 したが,50

mg/c。c.ま たは10Cmg/c.c.の 如 き高濃度のワクチソを

使用 しほOC回 乱刺を行った場合はその体内生存期間が皮

下皮内接種に比し何等遜色のないことを認めた。また同

様な方法で各接種法による免疫実験を行つたが,こ の程

度のワクチソならば,再 感染防禦能にほとんど差を認め(1・9)(20)

なかつた。河西,朽 木等も肉眼的病変を検討することに

よつて経皮接種の優秀性を述べている.経 皮接種におけ

る聞題は一定量の菌を確実に体内に接種 し得ることの極

めて困難なる点であるが,本 実験の如く高濃度の菌液を

使用し,乱 刺方法の熟練す ることによつて解決し得るど

考えられるので,今 後BCG接 種 には是非経皮接種を皮
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内接種に併用すべきであると考える。
21)22)

4)結 核菌の生体内における消長については原沢等の

成績があるが,い ずれ も組織学的検査によるもので菌の23)
24)

生死 は不明である。臓器培養を併用した実験ではLurie,26)
25)
細沼,深 田等があり,免 疫せる動物体内の菌 の消 長 は
27♪28)29)
Ralv,中 谷等がある。近時小川により簡便正確なる臓器

培養法が考案され,本 実験もほとんど小川の方法によっ

た。臓器培養の結果より知 り得ることは免疫動物におい

てすでに2週 後に非免疫動物との間に著明な差が見られ

かつ 日をおうにっれて腐眼的病変にも差が現われるが,

臓器培養の結果はさらに明瞭であり,か つ正 確 性 が あ

る。著者の実験においても肉眼的病変の判定が臓器培養

のそれに比し如何に正確性を欠 くかを如実に 示 して い

る¢

以上のことより今後免疫実験においては肉眼的病変の

検討は元より必要ではあるが,常 に必ず臓器培養を併用

すべきであると考える、

第5章 摘 要

著者はBCGの 接種動物体内生存および再感染菌の体

内生存状態を臓器培養にて追及することによつて次の事

実を認め得た。

1)培 養 日数の異るBCGワ クチソの天竺鼠体内生存

期間を検討 し,液 体ワクチソ」では若い菌は古い菌より

比較的生存期間が長いが乾燥ワクチソではv.u。 が等 し

ければほとんど差を認めない。またv.u.が 等 しければ

その再感染防禦力価もまた等しい。

2)液 体 ワクチン」と乾燥 ワクチソ」の天竺鼠体内生

存にっいて検討 したが若い液体 ワクチソ」であれば乾燥

ワクチソ」との間に差は認めない。また免疫力価におい

ても両 ワクチソの間に差を認めない。

3)経 皮,皮 内,皮下接種 したBCGワ クチソ」の天竺

鼠体内生存にっいて検討したが三者の間に大差がない。

また免疫力価においても同様 であるとの成績を得た。

御指導,御 校閲を賜つた堂野前教授河盛助教擾に深謝

しますo
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