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Tween80を 利 用 し た 超 音 波 製 乾 燥

BCGワ ク チ ン に つ い て

国立予防衛生研究所結核部(部 長 柳沢 謙)

関 根 修

(受付 昭和29年11月1日)

1緒 言

濃厚な結核菌菌液を一時 に大量 に,し か も簡 易な操作
ノ

で製造で きることは,超 音波法のす ぐれた点であ る。超

音波を用い て作 つた菌液か らの 乾燥BCGワ クチ ン(以

下超乾 ワクと略す)を 用 いた動物実験,人 体接種成績 は

既に報告1)し たが,特 に人体接 種の場合には,通 常最 も

広 く用い られ ている回転 振盛法 によるワ ク チ ン に較 べ

る2)と,ツ ベルク リン反応陽転率が低いことを 免かれな

かつた。超音波の細菌 に対す る作用 中,最 も大 きな影響

を与えるものは菌体破壊 による殺菌作用である ことを考

えると,超 音波 照射 によつ て菌液 の分散度をよ くしよう

とす る程,菌 の死滅及 び生活力の減退 は著 しくなる訳で

あ り,そ の結果,ワ クチンの力価は低下す ると考 えられ

る。 これ が ワクチンの製造 に超音波 を利用す る場 合に従

来遭遇 した欠点であつた。超音波法によつて菌液 をつ く

る場合には,脱 水菌体 の塊 に媒液を加 えた ものが被照射

体とな るので,菌 側の条件及 び超音波発生装置側の条件

が一定であれ ば,媒 液を改良 して照射時間を短縮 す るよ

うに工夫す ることが 当然帰 着すべ き一つの解決法であろ

う。ところがDub◎s及 びFepnerはPierce3)1)5)と 共

に,Tween80を 加えた液体培地 に深部培養 されたBCG

がよ く分散 して発育す ることから,こ れをそのまま ワク

チンとして用いる ことを企 図 した。 又,Northお よび

Newman6)は 機械的にBCG菌 塊 を分散 させ る場合 に
,

Tween80を 加えて分散 の促進をはかつてい る。

趨音波照射の場 合にも,媒 液 中にTweeR80の よ うな

分散剤 を含 ませ れば,照 射による機械的分散力 と相侯つ

て,短 かい照射時間で分散度良好 で しか も生 菌量 の多い

ワクチ ンが得 られ,従 つて ワクチンの力価の上昇 を期 し

得られ るであろうと考 えられ る、かか る見透 しの下 に,

Tween80をadjuvantと して用いて数回の実験 を行 い

予想通 り生菌量の多い ワクチンを 作 ることが で きたの

で,水 晶球入 りフラスコ回転振量 法によつてつ くつた乾

燥BCGワ クチンとの比較実験成績を報告す ると共にそ

の製造条件の安定性を吟味 したいと思 う。

2実 験方法並び に実験成績

集験ITween80の 有無が菌液 の集落数の消長 に及

ぼす影響

Saut」n培 地 二氏7日 培養 のBCG菌 膜 を脱水,秤 量

後2分 し,そ れぞれ超音波照射用大試験管 に入れた、1

本 には脱 水菌体 をそのまま3・14g入 れ,こ れに0・05%

Tween80溶 液を加え,他 の1本 には 脱水菌体3.629

に滅菌蒸溜水 を加えて,共 に100mg/ml菌 液 とな るよう

にした。超音波発生装 置(560KO)に 各試験管を と りつ

けて,陽 極電流260mA,陽 極電圧3.OkY,高 周波電

流1800mA.格 子電流40mAの 照射条件 で3分 乃至45

分照射 した。 各照射時間毎に菌液 をと り出 し,1mg/7nl

に稀釈 してziehl-Neelsen法 で染色鏡検す る と共 に,小

川培地 に定量培養 して0.01mZ申 の集落数を計算 した。

その成績は図1に 示す如 くであるeす なわちTween80

をadjuvantと して加 えた方 は,Tween80の 添加 によ

る超音波 のBCG分 散能促進のために,照 射開始 後5分

ですでに肉眼的によ く分散 された状態 とな り,集 落数 も

多い。従つて この条件では,肉 眼的 な分散度がよ く,集

落数の多 い点を 目標 にすれば,超 音波照射時間は5～10

分が適 当である。之 に対 してTween80を 含 まぬ場合に

は,同 じ5～10分 照射では大 きな菌塊を多数含み,単 孤

菌は少な く,到 底 ワクチ ンとして使用で きない分散状態

であ り,集 落数 が少いの も分散度がわ るいた めと思われ

る。 これをTween80添 加 の場合 に匹敵す る均等 な菌液

にす るには,15～25分 の照射 時間が必要であ るり。

第1図 超音波 を照射 せるBCG菌 液 にお けるTween

80の 有無が集落数 の増減に及 ぼす影響
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既に報告 したよ うに7),照 射開始後 ある程 度菌塊が分

散す るまでは,菌 液の定量培養 による集落数 は上昇 を示

す が,大 きな菌塊が殆 んど分散 して しま うと,そ の後は

照射時 間が長 くなる程集 落数は減少 してゆ く、図1の 曲

線 はそれを示 し,Tween80を 含む方 では照射開始5分

後 に,含 まぬ方 では15分 後 に夫・21c'集落数の最高点が現

れ てい ることは,Tween80の 存在がいか に菌塊の分散

を助けているかを明示 してい ると思 う。

実験HTween80を 加えた場合における超音波照射

時間 と菌分散度の関係

実験1か ら,0.05%Tween80を 加 えた場合 に,5

分乃至10分 の照射時 間が菌液中の集落数 を最 も多 くす

ることを知つたが,さ らに菌分散度 と発生集落数 との最

大公約 点を求め るために,照 射時間5分 乃至11分 の間

の各時間毎 に 各菌液を とり出 し,1mg/mlに 稀 釈 して

Ziehl-Neelsen法 で染色鏡 検 した、すなわ ち各照射時 間

毎に各菌液 につ き3白 金耳滴の各kの 任 意の10視 野す

なわち総計30視 野に就い て,各 視 野中の菌塊数及 び菌

塊を構成する菌数を計測 して,分 散度を調べた。その成

績は第1表 に示す如 くで,菌 分散度から見 ると,9分 前

後が照 射時間 としては適 当で あると考 えられ る。

簸1表O.OSe/oTween80加5%Lactose-

100mg/niBCG菌 液 の超 音 波 各照 射

時 間 に お け る30視 野 中 の菌 分 散 度

を加えて2分 回転,さ らに1ml加 えて1分 回転 し・最

後 に残 りの媒液全部を加えて5%】 』・actese-80mg/ml菌

浮游液 とす る。

凍結乾燥には多岐管式乾燥機を用い・ 両菌液の乾燥条

件が同 じになるよ うに アムプルを と りつけた。成績は第

2表 の如 くで,生 菌数及 び生残率共 に大差 がない。又こ

れ を前報告の成績,す なわ ちTween80を 含まない超乾

ワクの乾燥前後の生菌数及 び生残率 が夫k9・7x106img・

36.3x1051mg及 び33.4%で あつた ことに比較すれば,

遙 かに生菌数が高い。数回 この実験を行つたが・略湊恒

常的に同じよ うな成績を うる ことが で きた。

b)Tween80添 加超 音波乾燥 ワクチ ンを用いた動物

実験

Tween80を 加 える ことによ り,BCGがvirulence

の上昇,抗 元性の変 化を来 たす懸念 はない と思われ るが,

Tween80に よる局所障碍 の増大,そ れ に伴 う力価の増減

を しらべ るため にてんじ くね ずみを用いて実験 を行つた

virulencetestと しては,任意 の4Lotを 選 び,1LJt

10疋 宛 のてん じくねずみ の皮下及 び筋肉 内に1疋 宛30

mgを 接種 して3ヵ 月悶観 察 した後屠殺剖検 した。何れ

の群に於 ても,リ ンパ腺及 び内臓 に肉眼的 には結核性病

変 を認 めることがで きなかつた。

第2表 同一BCG培 養 よ り超音 波法お よび回転

振 盈法で つ くつた ワクチンの比較
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実験III同 一BCG培 養 よ り超 音波法 および回転振

鑑 法で作 つた乾燥 ワクチ ンの比較

a)ワ クチンの生茜単位数及び凍結乾燥後の生残率 に

ついて

実験IIか らTween80を α05%に 加 えた100mg/me

超音波照射菌液で は,照 射時 間9分 程度 が最適であ ると

思われ たので,こ の条件の下 に,Sauton8日 培養 のBCG

菌膜 を用いて菌液 を作 り,水 晶球入 りプラス翻回転振盈

法 によつて同一菌膜か ら作つた菌液 と同時 に凍結乾燥 し

て比較 した.回 転振盈法 による製造条 件は次の如 くであ

る。す なわち11コ ルベンに脱水菌体1・119を 入れ・回

転振儘機 によ り200r・P・m・で5分 回転・次 に媒液1mt

(X106♪

33.2

24.2

(x工(獅,

21.6

17.2

65.0

71.1

次に ワクチンの感染防禦力試験 を行つた。上記(の に

おいて作 つたTween80加 超乾 ワクと回転 振盟 法による

菌液か らの乾 ワクを用 いて乱刺法及び皮下法によつてワ

クチンの効 果を比較 した。乱 刺法 には,Tween80加 超

乾 ワクは100mg/ml,回 転 振塗法による乾 ワクは80mgl

mZの 菌液 を 予め脱毛 した左下腹 部に一滴宛落 し,径8

～9犠 矯 に拡げて,種 痘用乱刺針で30回 乱刺 した。皮

下法 には,い ずれの ワクチ ンも10-2mg/mZに 稀釈 し,

LOml宛 を左下腹部皮下 に注射 した。BCG接 種後6週

目に,乾 燥人型結核菌H37Rv株 再浮游 液0.01mg宛

をBCG非 接種対照 と共 に全群の右下腹部皮 下 に注射感

染 し,さ らに6週 聞観察後,屠 殺剖検 して,肉眼的に感染

防禦効果 をしらべた。剖検所見 は次 の如 くに記録 した。

ll欝瀬 霊賜
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成績は第3表 に示す如 くである。Tween80加 超乾 ワ

クは,乱 刺法,皮 下法 のいずれの接種法 によつても,回

転振醗法 による乾 ワクと同様の顕著 な感染防禦 力を示 し

ている。 さらに乱刺法,皮 下法,い ずれの接種方法 にお

いてもTween80加 超乾 ワクによる局所璋碍 の増大 はみ

られず,Tween80の 有無は局所変 化に殆 ん ど無関係で

あ る。

第3表 同・rBCG培 養 からつ くつた2種 のワク

チ ンを接種 したてんじ くねずみにおける
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c)Tween80加 超 音波乾燥 ワクチ ンの人体接種成績

実験IVに よ り,Tween80加 超乾 ヴクは動物に充分

強い ッペルク リンア レルギーを惹起せ しめ,顕 著な感染

防禦効果を与え うる上 に,Tween80添 加 による何等 の

障碍作用 をも及ぼ さないことを認 めた ので,こ の ワクチ

ンの人体 におけ る接種効果をみた。

この実験 には』凍結乾燥後5ヵ 月間sqc以 下 に保存

したTweeB80加 超乾 ワクと,対 照 としての回転振盟法

乾 ワクの2種 を用いたが,接 種時の生菌数 は10""6mgに

つ き夫ゐ20.5,26・4で ほぼ等 しかつた1こ の培養成績は

一面Tween80 ,0・050/eの 存在 が乾燥状態に在 るBOG

の生存 に対 して何等の障碍作用を も与えぬ ことを示す と

考えられる。接種対象には,静 岡県御殿場小学校の児童

で既往にBCGを 接種 しだ 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。 接種方法は すべて乱刺法 によ り,第1群 には

Tween80加 超乾 ワクを,J第2群 には回転振盈法乾 ワク

を用㌔・,夫k80mg/mZに 稀 釈 した ワクチ ン1滴 ずつを

皮膚上 にお とし,径8・ ・vgminの 円形に拡 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,BCG
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接種後1,3,6及 び12ヵ 月 目に行 い,2000倍 ッペル グ

リン0ユml皮 内注射48時 間後 の発赤径10mm以 上を

陽性 とした。一年 目の ッ反応測定成績において,途 中で

一且 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 を一年後も示す ものは,自 然感染

例 を疑わ しめ るもの として集 計から除外 した、 又BCG

接種局所変化は,発 赤を伴 つた硬結,痂 疲,潰 瘍,i搬痕.

無変化等 と見た ままの性状 を記載 した。

陽性率は第4表 に示す如 くで,い ずれの ワクチンも1

年問を通 じて80%以 上 の陽性率を維 持 してお り,両 種

のワクチ ン間 に顕著な差異 を認 め ることはできない。 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 乾 ワクによつて惹起 された ツ反

応は,回転振巖法乾 ワクによるものよ り明 らかに弱 く,同

様の ことが接種局所変化の消長に も認 められ る。 しか し

前報告 のTween80を 加 えない超乾 ワクに比較 する と,

ツベル クリン反応を惹起す る力において著明な向上を認

める ことがで きる。

第4表 同一BCG培 養 か らつ くつた二種 の ワク

チ ンの人体接種後1年 間におけるッペル

クリン反応及 び接種局所変化の経 過

ワクチンの纐 瀦 波ワクチン陣 灘 ワクチン

接鰍 麗 月数1・36刺 ・36・2

被 検 人 数7676787358727471
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実験IVTween80加 超音波乾燥BCGワ クチンの

試験製造

超音波を用い るBCG乾 燥 ワクチ ンの製造 に関す るこ

れまでの条件の中で,最 も高い力価を与え る条件をえら

び・3Lotの ワクチンを試験製造 して,製 造条件 と製造

の安定性を見た。製造条件はBCG培 養 ,超 音波照射条

件乾燥条件を通 じてできるだけ一定 にす るよ うに した。

BCG培 養 はSaut・n培 地継代第2代 の7日 培養菌膜

を用いた。照射用大試験管に約39の 脱水菌塊を入れ,
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その ままで 菌濃度 が100mg/mlに な るように0.05%

Tween80加5%hactose溶 液 を加え,次 の条件で照

射 した.陽 極電流240mA,陽 極電圧3.Okv,格 子電流

40mA,高 周波電流1500mA,照 射時 間は9分,但 し

この条件に達 するまで に2分 を要す る。100mg/mlの 菌

液は照射後直 ちに1mlず つ アンプルに分注 し,次 の条

件で凍結乾燥 した。すなわち予備凍結 一3(PC,10分,

室温平均約200Cで7時 聞乾燥 した。熔封時の真空度 は

Philippsgaugeで50ptA(totalpressureを 表現)で,

殆 ん ど一定 していた。乾燥 後直 ちに蒸溜水で再浮游 し,

乾燥前の菌液 と同じ くColemanのspeetr◎photmeter

で1mg/ml稀 釈液 について 濁度測定及び小川培地 によ

る定量培養 を行 つたe人 体接種には,乾 燥 後6月 間5。C

以下 に保存 した ものの中か らatrandomに1ア ンプ

ルを と り出 し(Lot1)乱 刺法(30刺 法)を 以つてBCG

初接種の保育 園児 に接種 し,約1ヵ 月後2000倍 ツベ ル

ク リン注射48時 間後判定法でツ・アレルギーをしらべ る

と共 に局所反応をみ た。成績は第5表 及 び第6表 に示す

如 くである。speetrophotometerに よる濁度 か ら見て

菌分散度は安定 してお り,乾 燥前後の生菌単位数及び生

残率 もほぼ一定 してい る。乾燥後の生菌単位数は回転振

盈法乾 ワクに劣らず,1ヵ 月目の人体接種成績が これ を

うらずけてい る。

第5表 試験製造超音波 ワクチ ンのBCG培 養条件及 び乾燥前後の菌液

Tween80を 人体接種用 ワクチンに加 え る場合・考慮

しな くてはならぬ ことは菌その もの及 び人体 に対す るそ

の毒性 である。 しか し0.05%の 濃度 では・乾燥 された

BCGに 対 して も,経 皮接種を うけた人体 に対 しても何

等認 むべ き障碍が ない。

人体接種成績 においては,回 転振盈法 による乾 ワクに

比較 して,ツ ベ ルク リン反応陽性率では殆ん ど差がない

が,二重発赤形成率,硬 結触知率等の ツ反応の強 さ,並び

に接種局所変化程 度からみ て,明 らかに超乾 ワクの力価

がやや低い ように思われ る。BCG接 種後の ツ反 応の強 さ

は,同一条件で接種 され た場 合,接種時生菌数の多少に左

右 され ることは多 くの研究者8)9刈)のが認 めているが,な

お質的にBCGの 生理的状態に も大 きな関連 をもつ こと

は否めない と思 う。両 ワクチ ン間に菌 の分散状 態及 び生

菌単位 数 において殆ん ど差異を謎.めないのに,ツ 反応に

質的な差 を生 じた理由は,接種 されたBCGの 生活力(vi・

tality)が 異なるためで はないか と思われ る。 す なわち

Tween80下 に超音波を作用 させズ分散 させ る場 合には,

回転振薩法 によるよりも 菌体が 広範 囲の 傷害作用を う

け,従 つ て菌のvitalityが 低下す るのではなか ろうか。

その結果 として,通 常の乾燥 ワクチンと等量の生菌単位

数を接 種 した にかかわらず,ツ 反応の質的な面 における

弱さを示す こととなつた と思われ る。一方形態学的所見

によれば,超 音波照

射 を うけた菌の抗酸

Lot

BCG培 養
1犠9/煽 の濃 度

Colemanβpectrophoto・

meter波 長420犠 μ

10絡糀9中 の生菌単位数
含 水 量

(Abderha1-
den法)

(%)

…(繋 鷺 亙83 培養
日数

S飢It」n

培 地

pH

乾 燥 前 乾 燥 後

「

ユ 副7

2s差

38茎

7

7

7.8

8.0

8。0

0.055

0.055

0.050

0.052

0.055

0.049

64.0

70.0

66.0

16.826げ3

16.826.3

18.226。0

14.620.9

14.〇-21.2

16.625.2

0.7

0.7

0.9

麗 膿 溜 欝離 代代数

3総 括 考 案

超音波法で菌液を製造す る場合に,脱 水菌体の塊に媒

液 を加えた ものが被照射体なので,媒 液 中にTween80

の如 き分散剤を含 ませれば,そ の効 果を充分 に発揮させ

ることがで きるであろ うことは容 易に考 えつ くことであ

る。上記の実験成績 によれば,こ の添加は超音波 の物理

的分散力を一層促進す る為 に〆照射時間を短縮せ しめ る

ことがで き,従 つて菌 に及ぼす殺菌作用の時間をできる.

だけ短縮 して,よ く分散 された状態 で生菌数の多い菌液

をつ くることができるのであつて,ワ クチンとしての力

価を上げる ことが可能 となつたのである。

性染色 において,照

射時 間の延長 による

菌分散 と同時 に菌体

の変形,菌 体願粒の

増加,さ らに進んで

菌体 の破壊 による抗

酸性 の喪失 に伴 う冑

染物質 の増加等の形

態 学的変 遷 を認 め
℃る

。 しか も これらの

変 化に伴 う集落数の

激滅がみられ ない。 しか も殆 ど大 多数が単孤菌 であるご

とか ら考 えて,小 川培 地上の培養 条件では恐 ら ぐ種ゐの

▽italityを 持つた菌が,夫k-一 個の集落 として発育 しう

るのではないか と思われ る。従つて生菌単位数 を一定に

して も,接 種対象 の示す反応 によつて評価され るワクチ

ンの力価が必ず しも同一 にはな らぬ理由をジ個 六の菌の

▽italityの相i違を以つ て説明 し うるのではあるまいか。、

なお試験 製造 された3L◎tの ワクチンは,BCG菌 体側

の条件・超音波照射条件・媒液 の条件,凍 結乾燥条件等

について力価の上昇 に最良の影響 を与え る条件 をえらん

で作 られ たが・乾 燥前後の生菌数及び分散度 は,各Lot

の製造時期が 異な るに も拘 らず殆ん ど一定 していた。
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