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BCGワ クチ ン中の微量 強毒結核菌 の検 出に関 する研 究

第1報 動物通過における微量強毒菌の運命
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1緒 言

強毒牛型結核菌 を牛胆汁加培地 にに長年 月継代 して弱毒

化 されたBCGは,1930年 以来安定 した弱毒 性 の ま ま

で,普 通 の継代培養や動物通過 による毒力 の復帰 はない

とい われ る1)。

著者 はさきに,BCGを ス トレプ トマイシン(以 下S

M)耐 性培地上で菌力 と無関係に解離 しえた変異菌 も,

親株 と同 じ菌力ににあるいとを述べた2)。 もちろん,変 異

菌の出現率か ら考 えて,強 毒変異菌が出現 し うるとして

も,SM耐 性菌 として取 り出す いとはほ とん ど不可能 で

あ る。 しか し,橋 本3や 金井4)が,強 毒菌群 を同様薬剤

耐性 菌 として解離 した場合,意 外の高比率 に弱毒性菌 を

えてい るい とか ら,BCGが 主 として,安 定 した弱毒菌

のみか ら構 成 されてい ると思 われた。

というが,SM依 存性菌か ら,SM非 添加 の 培 地 上

で,10-7位 の率で分離で きる逆変異菌は,依 存 菌の親株

と同 じ強毒性で あるのに51,依 存菌全体 としては極めて

弱毒性で,SM非 投与の動物 体内では積極 的な菌増殖が

み られない67)。 故 に,Yegianが てん じくねずみにお

いて実験的に検討 した通 り,BCGで も強毒性 の逆変異

菌が出現 しえて も,極 めて低 率 と考 え られ るか ら,大 量

のBCGに 影響 され て,動 物通過 によつ て も検出 しえな

いので あるまいか。一方,Miller9は 最少270コ の強毒

菌 を10.700倍 のBCGと 共 ににマウスに接種 した場合,大

量のBCGに 覆われ るいとな く,病 理組織学的に混 在を

識別 し うるので,も し変異率を いの程度に まで高 め うれ

ば,BCGか らの強毒 変異菌出現 の可否を確 め うるだ ろ

うとい う。

現在 の といろ,強 弱混 合菌 中か ら強毒菌 のみを選択的

に分離 す るためには,動 物通過 によ る以 外 に 方法 がな

い。 それ も,依 存菌の成績か ら考 え られ るごと く,一 定

限界が あるにい違い ない。著者は,ワ クチンの安全試験 に

関連 して,い の限界 を探 る目的で,耐 性強毒菌 を大量B

CG中 に混合 しててん じ くねずみに接種 した場合 の,微

量 強毒菌の分離 培養 にお ける運 命を追求 した。

II実 験方法 および成 績

A.第1実 験

菌株:BCG-Sauton 8日 培養菌か ら,超 音波装置 を使

つ て,90m8/mlの0.05%Tween80浮 游液 を作つた
。

強毒人型菌-100γ/ml SM加 固形培地上で,one step

に分離 され たH2のSMの 完全耐性菌。(凍 結乾燥保

存)

実験動物:ROmer反 応陰性,健 康雄性 てん じくねずみ,

体重300～400g。

実験群:I.BCG単 独,II.H2R-SM,10-5mg,

III.BCG+H2R-SM10-5mg,IV.H2R-SM

10-3mg,V.BCG+H2R-SM10-3mg ,

以上,0.5嘱 中に所要 菌株,菌 量が含 まれ る菌液 を

接種。

(接種方法)(BCG量)(屠 殺の時期)(屠 殺匹 数)

大腿筋 肉内 30mg6週,12週 3～4

足背静脈 内 3mg1日,1,2,4,7,11週 2～3

培養:臓 器500mg前 後 を乳鉢で細挫,1%のNaOHで

100mg/ml乳 剤 とし,以 後 は蒸溜 水で10倍 稀釈 を く り

か え し,各 段 階の稀釈液 を 普通 の小川培地か,SM

100γ/ml加 小川培地 に接種 し,4週 間以上培養 した
。

培地4本 以上 の集落数の平均 を もつ て,臓 器10mg中

の生菌数 を算定 した。

成績:

a)筋 肉内接種

ツベル ク リン反応 および体重一2週 以後 ,全 群 に強 い

ツベル ク リン(以 下 「ツ」)ア レルギ ーの発現 あ り,体 重

も順 調に増加 し,群 間の著差 は認 め られなかつ た。

肉眼的剖検 所見一(表1)BCG単 独接種群 は,6週

後,接 種局 所には小膿瘍 あ り,所 属 リンパ腺の軽度の腫

脹が み られ たが,乾 酪化 はなかつた。肺 に肉眼的 に結 節

と思 われ る病変 を認 めた もの もあるが,そ の他の臓器にに

は変化 を認 めなかつた。12週 後の病 変は,6週 よ りも少

ない感 じで あつた。

強毒菌単独接種 群では,10-5mg群 で も局 所の膿瘍,

所属 リンパ腺 の乾 酪化 を伴つた腫脹 がみ られたが,内 臓

には肉眼 的に病変 をほ とん ど認 めなかつた。10-mg群

で は,か な りの内臓病変が あ り,一 般 にに,12週 後 の病変

は6週 よ りも増強的で あつた。

混合群 では,強 毒菌単独の場合 よ りも病変は少 な く,

こ とに,BCG30mg+H2R-SM10-5mg群 では,BC
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表1微 量強毒人型菌混入BCGワ クチン筋肉内接種における肉眼的剖検所見

注;生 菌単位数;BCG23×016/mg

H2RSM17×106/mg

G単 独 群に比 して大差 ない位 であつた。

臓器培養成績一(表2)BCG単 独接種群 では,6週

後,脾 お よび接種側の後腹膜 リンパ腺か ら生菌 を証明 し

いとに,リ ンパ腺 中の密度は高かつたが,肺 か らは ほと

ん ど検出 しなかつた。12週 目では,後 腹膜 リンパ腺や内

臓か らBCGを 検出 しえなかつた。

強毒菌単独接種群か らは,後 腹膜 リンパ腺 にには多数の

菌 を証 明 し,脾 か らも,10-5mg接 種群で一部陰性例 も

あつたが,103mg群 か らは,す べてにに若 干の菌 を,6

週後は もちろん,12週 後 に も証明 した。

いれ にに対 し,混 合群では,リ ンパ腺か らは,12週 後 も

相 当数の耐性菌 を検出 したが,肺,脾 か らは,10-3mg

混入群の一部 にに,6週 後のみ,少 数 の強毒菌 を分離 した

のみで,混 合群は強毒菌単独群 よ りも,発 見強毒菌数 に

おい て も減少 してい た。

b)静 脈 内接種

「ツ」反応 および体重一100倍 稀釈 旧 「ツ」液 にによる

「ツ」反応 では,2週 目頃か ら10mmm以 上の反応 を示す

ものが現 われ,3週 以後 は全群が強い反応 を示 し,ほ ぼ

同様 の推移傾 向を辿 り,群 間 の差 は顕著で なかつ た。体

表2微 量強毒人型菌混入BCGワ クチン筋

肉内接種における臓器内生菌数
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重 の著差 も,7週 以後 の各群 間でみ られなかつ た。

肉眼的剖検 所見-BCGを 単独 ない し混合的 に接種 し

た群 に,2週 以後,相 当の脾腫が あ り,菌 塊 によ ると考

え られ る治癒傾 向の強い 肉眼的肺結節が1週 以後 ににみ ら

れた他 は,筋 肉内接種 の場合 と同様の関係 にあ り,強 毒

菌単独群 に比 して混合群の病変は軽度で,10-5mg混 合

群の病変は,BCG単 独群 と大差がないほ どであつた。

臓器培養成績 一(表3)BCG単 独群では,初 期 に

は,肺,脾 か ら多数 の生菌 を証 明 したが,4週 以後 は漸

減 し,11週 後ではほ とん ど証 明 しな くなつた。強 毒菌単

表3微 量 強毒菌混 入BCGワ クチ ン静脈 内接種 におけ る臓器 内生菌数(そ の1)

注:生 菌単位数 表1注 に同じ

独接種群 では,1週 後 までの検 出菌数 は少ないが,2週

後 では急増 し,特 に脾 では,11週 後 まで相 当数 の感染菌

が検出 された。 しか し,混 合群ににおいては,10'"5mgで

は終始耐性菌 を分離で きず,10-3mg混 入 の場合 も,肺

か らの分離耐性 菌は単独 群に比 して少 な く,脾 で も4週

後 までの分離耐性菌数 は著 しく少なか つた。

B.第II実 験(表4)

Sauton8日 培養 のBCGか ら水晶球入 り丸 コル ベ ン

で作 つた菌液 を用 いて,第1実 験 と同一条件で静脈 内接

種 し,4週 および6週 後 に剖検培養 した。

BCG単 独接種群 では,リ ンパ腺,脾 臓の軽度の腫脹

を認 めた以外 には,内 臓 に肉眼的結節 は全 くみ られ なか

つ た。肺,脾 か らはか な り多数の生菌 を証 明 したが,4

週 よ りも6週 目で は検出菌数は少 なかつた。

強毒菌単独群で は,10-5mg接 種群で,4週 後内臓の

肉眼的病変 な く,1例 に少数菌 を脾か ら分離 し,6週 後

では,1例 にに脾結節 を認 め,同 時 に感染菌 を証明 した。

肺か らは生菌 を証明 しなかつ た。10-3mgで は,リ ンパ

腺,内 臓の病変は著明で,脾 か らは,4,6週 と も同様

1に多数 の菌 を証 明 し,肺 か らも,6週 後生菌 を 証 明 し

た。

混合 群の うち,強 毒菌10-5mgをBCGに 混合 した場

合 には,病 変 はBCG単 独 と変 らず,内 臓か らも全 く強

菌毒 を分離 しなかつた。10-3mg混 入群で は,病 変 は単

表4微 量 強毒菌混 入BCG静 脈接種 にに

おけ る臓器 内生菌数(そ の2)

注:生 菌單位数BCG 33×106

H2RSM 14×106

強毒菌/BCG 1/7.1×105～1/7.1×103

独 群 よ り も軽 度 で あ り,脾 か らは 単 独 群 に比 して か な り

少 ない けれ ど も,強 毒 菌 を分 離 し,肺 か ら も6週 後 に少

数 菌 を証 明 した 。
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いの成績 は,BCG接 種群 に肺結 節が み られなかつ た

以外は,第1実 験 と全 く同様であつた。

III考 察

混合菌接種後 の各菌株 の生 体内消長 は,耐 性菌 と分離

耐性培地 との組合せに よ り,容 易に追求で きるようにな

り,金 井io)11)は 強,弱 毒菌 の混合菌液 をてん じくねず

みに接種 した場合,強 毒菌 の発現す る強 い免 疫 力 に よ

り,弱 毒菌 が選択 的に抹殺 され るが,強 毒菌 その ものの

消長 には影響が ない いとか ら,動 物通過 によつ て菌力が

回復す るい とを説 明した。加藤12)ら は,マ ウスの全身

ホモヂナイズ法 によ り,SM依 存性菌 と強毒菌 を混合 し

た場合,両 菌 の消長 は単独接種の場合 と同一で あ り,総

生菌数の消長 は強毒菌 のそれ と一致す るいとか ら,結 核

菌の菌力は その菌群 を構成す る強毒菌 と弱毒菌の比 率に

よつ てきまる とす るSteenkenの 考 えを疑問視 し て い

る。 また,Miller9)は,微 量強毒菌 の混 入は大量BCG

に覆われ るいとな く,マ ウスにおいて,病 理組織 学的に

識別で きるとい う。

以上の報告 はいずれ も,混 合菌群 中の強毒菌 は,動 物

接種 において弱毒菌 の影響 を うけない としてい るが,岩

崎14)は,強 毒人型 菌がBCGに 比 し て 少ない ときには,

同量 の強毒菌 のみを注射 して起 る結核病変 よ り弱 く,B

CGと 強毒人型菌 の混合比率の差が大 きい ほど,結 核変

化の差 も著 しい いとか ら,BCGに よつて発現 した免疫

のために有毒菌の毒性発揮が抑制 され る と した。 有馬

ら15)も同様所見 を観察 して,大 量BCGの 局所免疫力

によると考 察 した。Yegian8)も,3年 半の観察の結果,

BCG中 の極 く少数の有毒菌は,て ん じくねずみの生体

通過 で検 出 しえない いとを示 し,依 存菌の場合 に,強 毒

性 の逆変異菌 が微量 に混在 していて も,動 物通過 にによ り

検 出 しえない いとを証 した。

今 回の実験 では,10-3mgの 強毒菌 を混入 したBCG

は,BCG単 独の場合 に比 して肉眼的病変強 く,強 毒菌

のみ を純培養的 に臓器か らうる可能性が あるが,10.5mg

混合の場合 には,「 ツ」反応,体 重 は もちろん,肉 眼的所

見 において も,BCG単 独接種群 と識別が 困難 であ り,

強毒菌単 独の場 合 と異なつて,混 合 有毒菌 が臓器 か ら早

期 に消滅す るいとが観察 された。

したがつて,強 毒菌 と弱毒菌の混合菌液 を動物 に接種

した場合,強 毒菌の比率が比 較的大であれば強毒菌 が優

勢 になつて,動 物通過 による菌 力上昇 とみ られ,強 毒菌

が 比較的 少な くなれば,強 毒菌単独 に比 して病原性 の低

下 とな り,さ らに,強 毒菌の比率が極 めて小 さい場 合に

は,弱 毒菌単独 と区別 しえぬよ うににな り,強 毒菌のみ を

分離す るい とは不可能 ににな るので あろ う。

か く,て ん じくねずみにおいて,BCGワ クチ ン中に

微量の強毒菌が混入 していて も,確 認 しえない限界が あ

るので,安 全試験16)を経たBCGワ クチ ンも必 ずし も,

無強毒菌 ワクチ ンと断定で きない悩 みが ある。 しか し,

現行安全 試験法で,10-4mg位 までの有毒菌混入は間違

いな く検 出で き17),て ん じくねず み と人体の結核菌 に対

す る感 受性ない し抵 抗性の相以か らして,動 物試験 にお

いて安全 な ワクチ ンは,人 体 に応用 して差支 えない と考

え られ る。 そして,所 属 りンパ腺の培養 を併用すれば,

安 全度を更に高め え,ま た,静 脈内接種では皮下筋肉内

接種 にに比 して少量 の ワクチ ンで検 定可能 と思 われ る。

IV結 論

BCGにSM耐 性 の強毒人型菌 を微量 に混合 した菌液

をてんじ くねず みに接種 し,強 毒菌 の生 体内消長 に及 ぼ

す影響 をみた。

1)BCGに 強毒人型菌 を混合 した場合,強 毒菌単独接

種 に比 して病原性が低下す るい とが,肉 眼的病変や,臓

器 内生菌数か ら観察 され た。

2)BCG3～30mgに10-5m8程 度の強毒菌が混入 して

いて も,肉 眼的病変 よ り混入 を判定 した り,臓 器か ら強

毒菌 を分離す るい とは困難で ある。 しか し,10-3mg位

に混在 した場合 には,3ヵ 月後,朗 らかに混 入を判別 し

強毒 菌を分離 培養 す るいとは可能 であ る。

3)静 脈 内接種 にによつて,皮 下接種 の少 な くとも10分 の

1の 菌量 で菌 力試 験が可能 であ り,皮 下接種 の場合,接

種3ヵ 月後 の所属後腹膜 リンパ腺 の培養 は安全試験 の精

度を高 め うる。

終 りに,御 指導,御 校閲 を賜つた柳沢部長,橋 本達一

郎氏 に深 甚の謝意 を表す。
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