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腹 腔 内 感 染 モ ル モ ッ トに よ る抗 結 核 免 疫 の 観 察

原 沢 道 美 ・小 山 寛 二 郎

国立予防衛生研究所結核部(部 長 柳沢 謙)

受 村 昭 和51年10月8日

1緒 言

従来,免 疫処置 を受 けたモル モ ットの免疫 効果 をみ る

方法 として は,強 毒結核菌 による皮下感染 を行い,一 定

期 間後に生 じた結核 性病変 や臓器 内結核菌 数を対照 と比

較す る方法が最 も多 く用い られて きた。 しか しこの場合

にみ られ る現象 は,接 種局 所か ら感染菌 の体 内侵入 を防

ぎ,ま たその体 内におけ る増殖 を阻止す るとい う2つ の

現象 の組合せで あ り,し か もこれ には,感 染局所 のア レ

ノレギ ー反応 が これ に関与 しているため,そ の現象 は一層

複雑 であ り,臓 器 におけ る免疫効果 を菌の消長の面か ら

はか るの に は,本 法 は不適当で あることが指摘1)さ れ

た。 そして,こ れ らの批判 をさけるため,感 染菌 を直接

静脈経路 を介 して免疫動物の臓器 に撒布 し,そ の後の感

染菌 の消長 を病変の推移 とと もに追求す る方法が,近 時

盛 んに用い られてい る。すなわ ち,Lurie2)は カ トにお

い て,Dubos3)は ハ ツカネズ ミにおい て,橋 本4),金 井5)

らはモル モ ットにおい て,そ れ ぞれ静脈内感染に よ り免

疫動物 に攻撃 を行い,臓 器内の感染菌の増殖が著 るし く

抑制 され ることをみ,こ の増殖抑制作用 を抗結核免疫 の

本質 としてい る。

ところで,そ の他の感染法の一つで ある,腹 腔内感染

法 によつ て,か か る抗結核免疫の測定が可能で あるか ど

うか につ いての検討 は,現 在 までの ところほ とん ど認 め

られず,僅 か にハ ツカネズ ミについ ての2,3の 報 告6)7)

があ るのみであ るが,そ の成績 も一致 してい ない。 そこ

で著者 らは,モ ルモ ッ トにつ いて,こ の点 につい ての検

討 を加 えてみた。

なお,さ きに著者 ら8)9)は,年 令 の異 なる3群 の免疫

動物 に静脈 内経路 に よ り攻撃 を行 い,臓 器 内感染菌 の消

長 を観察 した ところ,そ れが年令 によ りそれ ぞれ異 な る

ことを明 らかに したが,こ の点について も,腹 腔 内感染

法に よ り検討 を加 えてみたので,そ の成績 も併せ て ここ

に報 告す る。

II実 験材料および実験方法

動物:生 後3週(体 重200～3009)の 健 康モルモ ッ ト

52匹 を実験に使 用 した。 これ らの動物 を2群 に分 け,1

群に はBCGに よる免疫操作 を加 え,他 の群 はそのまま

放置 し,非 免疫 対照群 とした。

BCGに よる免疫;Sauton培 地8日 培養 のBCGを

凍結乾燥 し,保 存 してあ るものを蒸溜水で 再 浮 游 し,

2mg/mlの 菌液 としてその0.5mlを モルモ ッ トの右下腹

部皮下 に注射 して免疫 した。動物1匹 あた りの接種量 は

1mgで,23×106生 菌単位で あ る。

感染法:BCG免 疫処置後6週 目に,非 免疫 対照群 と

と もに,0.01mg/mlの 割 にグ リコーゲ ンを含有す る生理

的食 塩水にて作 つた,人 型結核菌H2株 の0.01彫9/mlの

菌液,10ccず つを,す べ ての動物 の腹腔 内に接種 した。

H2株 は凍結乾燥 して予 め菌力,生 菌単位数 の既知の もの

を用 い,動 物1匹 あた りの接種量 は0.1mgで,38×105

生菌単位 であつた。

臓器 内生菌単位数測定法:H2腹 腔内感染 後,1時 間,

24時 間,4日,1週,2週,3週,4週,6週 お よび8

週 目に両群 の動物 を2～4匹 ず つ屠殺剖検 し,肉 眼的 に

淋巴腺,肺,肝,脾 の結核性病変 を観察 した。剖検 と同

時 に,肺,肝,脾,後 腹膜 ・門脈淋巴 腺,腹 腔 内単核細

胞 の定量培養 を行つ た。 その方 法は,臓 器 の一部 を切 除

し,素 焼乳鉢 中で,1%苛 性 ソーダを組織重量 の9倍 量

に至 るまで加 えつつ磨砕 し,乳 剤 とす る。 それ よ りさ ら

に10倍 稀釈 を蒸溜水 を用 いて繰 り返 し,適 当 な稀釈 と思

われ るものを0.1mmず つ3本 の小川培地 に接種 して培養

し,1本 の培地 に100以 下 の集落数 を生 じた段階か ら臓

器 および淋巴腺 の10mg中 の生菌単位数 を換算 した。 な

お,腹 腔 内単核細胞 の洗 出方法 および その定量培養の方

法 はすでに報告10)した如 くで,生 菌単位数 は腹腔滲 出液

10ml中 の ものに換算 して記載 した。

III実 験 成 績

1.非 免疫対照群 におけ る感染菌 の消長

H2菌0.1mg(38×105生 菌単位)腹 腔 内注射後の,非

免疫 モルモ ッ トにおけ る感染菌 の消長 は表1に 示す如 く

であ る。肺,肝,脾 の各臓器 とも,接 種24時 間後 にそれ

ぞれ大体一定数 の結核菌 が分布 し,そ れは感染後2週 目

を最高峰 として定型的 な増殖死滅 曲線 をえがいてい る。

すなわ ち,脾10mg中 に約102の 密 度で撒布 され たH2菌

は,2週 後最高値 を示 し,そ の値 は24時 間値 の約100倍

を占めてい る。以 後は減少 し,6週 以後で は24時 間 とほ

ぼ同 じ密 度に下 がつてい る。 次に,肺,肝 で は,そ の10

mgに つ き約10の 密 度で撒布 され たH2菌 は,2週 後 に増

殖は最高値 を示 し,そ れは24時 間値 の約10倍 を占めてい

る。4週 で も同 じ密 度を示 すが,6週 以後 で は減少 す
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図H20.1解g(38×105生 菌 単位)腹 腔内注射後 の

各群 の脾10蹴9中 の生菌 数の消長

感染後の日数

る。脾10mg中 の生菌数 は図に示 す如 くであ る。

以上の結果 は,さ きに著 者 らが静脈 内にH2菌 の0.01

アηgを 接種 した,実 験的モルモ ッ ト結核症 で えられた成

績8)と ほぼ一致 してお り,局 所で相当数の菌が とらえら

れ分布菌の絶対数が少 ない ことを除外すれば,非 免疫 群

の臓器内結核生菌の消長 に関 して,腹 腔内感染 と静脈 内

感染の間 に著 しい差異 はない よ うに思われ る。

接種 局所の うちでは,腹 腔滲出細胞 中に103～104の 密

度 に,淋 巴腺(後 腹膜 ・門脈)中 に は10～102の 密度に

それぞれ と らえられてい るが,し か しその分布 は大体一

定 してい る。なお,腹 腔滲 出細胞 中の菌 は,そ の まま大

して増殖す ることな く漸次減少 し,ま た淋巴腺 中の菌増

殖 の消長 は,大 体脾 のそれ と一致 してい る。

肉眼的結核性変化 は,表2に み る如 くで,感 染後1週

目まで は肉眼的 に全 く変化 な く,2週 目か ら内臓 に薯 し

い病変 を呈 し,以 後8週 目まで大体 同程度 の病変 が認 め

られ る。脾重 は2週 よ りその増大 が認 め られ,4週 以後

では更 に著 明 となつてい る。

2.BCG免 疫群 におけ る感染菌 の消長

H2腹 腔 内注射後24時 間 目の,肺,肝,脾 の各臓器10mg

中の菌数は,表1に み る如 く,対 照群,免 疫群 いずれ も

ほぼ同 じ値 を示 し,生 残BCGの 菌 数 またはBCG免 疫

処置 による接種局所の影響 は,ほ とん ど認 め られない。

この こ とは,注 射後24時 間 目の腹腔内滲出細胞お よび後

腹膜 ・門脈淋巴腺 中の菌数が,非 免疫対照群の それ とほ

とん ど同 じで ある点か らも,充 分予想せ られ ることで あ

る。

その後 の感染菌 の消長 は,対 照群 に比すれ ばその増殖

は強 く抑制 せ られ てお り,そ れ は表1お よび図 にみる如

く,対 照群 において菌増殖 の旺盛 な感染後2週 まで が,

表1H20.1級9(38×105V.U.)腹 腔 内注 射 後 の 免 疫 お よび 非 免 疫 モル モ ッ トにお け る感 染 菌 の消 長

注:数 値は,腹 腔滲出細抱の場合は,同 滲畠液10cc中の生菌数,そ の他は臓器10mg当 りの生菌数を示す
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特 に著 しい。

表2に 示す結 核性 病変の肉眼的変化 で も,対 照群に比

すればやや病変が少な く,ま た対照 群にみ られた ような

4週 以 後の脾 臓の腫 大は認 め られなかつた。

表2H20.1mg(38×105V.U.)腹 腔 内注射後 の免

疫お よび非免疫 モル モ ッ トにお け る結核病変

3.年 令の異な るBCG免 疫群 におけ る感染菌 の消長

生 後10ヵ 月の健 康モルモ ッ ト(体 重700～8508)にB

CG免 疫処置 を行 い,6週 後H2菌 を腹腔 内に 感染 し,

肉眼的結核性病変 の変化 および感染菌 の消長 を,4週 間

に亘 り観察 した。BCG免 疫処置法,腹 腔 内感染法,結

核性病変お よび感染菌の消長等の観察方法 は,す べて上

述の モル モ ット群 と同一の方法 によつ た。

その成績 は表3に 示す如 くで,表1と 比 較 す る と,

肺,肝 におけ る感染菌 の消長 は,ほ ぼ生 後3週 のBCG

免疫 モルモ ッ トにおけ るそれ と一致 してい る。興昧 のあ

るのは脾 におけ る成績(図)で,生 後3週 のモルモ ッ下で

は,注 射後2週 まで は対照群 に比 し明 らか に増殖がお さ

え られてい るが,4週 で もそれが少 し く増殖 し,対 照 群

とほぼ同 じ密度にな るに反 し,生 後10ヵ 月のモルモ ッ ト

では,2週 までは同 じに経過 す るが,4週 に至 ると著 明

に減少 し,前 者 の約1/10にな ることであ る。

表3H2菌0.1mg(38×105V.U.)腹 腔 内注射後

の生後10ヵ 月免疫 モル モ ッ トにお ける成績

感染菌の消長

肉眼的結核性病変

この結果 は,静 脈 内感染法 によ り観察 した著者 らの成

績9)と ほぼ一致 してお り,腹 腔内感染法 によつて も,抗

菌免疫 に及ぼす年令の影響 を,明 らかに しえた もの と思

われ る。

なお,結 核性病変 の肉眼 的所見 は,生 後3週 の免疫 モ

ル モ ットのそれ と大差 は認 め られない。

IV総 括ならび に考察

結核症 の消長が,感 染菌 の臓器内での発育,増 殖 を も

とにしてい る以上,抗 結核免疫の観察方法 としては,一

定の方法で免疫動物の臓器に結核菌 を撒布 し,そ の後の

菌増殖の消長 を追求 し,こ れを対照動物 のそれ と比較 す

るのが,最 も定量 的で,ま た方法論 的に も優 れてい ると

思 われ る。 しか しこの方法 の絶対条件 として,菌 の撒布

状態 が両群 と もほぼ同 じでなければな らない こ とは,い

うまで もない。 その点で,皮 下感染法 が静脈 内感染法 に

比 して,不 適 当であ るこ とについ ては,す で に緒言 にふ

れ た如 くであ る。

著者 らは,そ の他の感染法 として しば しば 用 い ら れ

る,腹 腔内感染法に よつて,か か る抗結 核免疫 の測定 が

可能 であ るか どうかについて検討 した ところ,上 述 の如

くほぼ満足すべ き成績 が得 られた。 すなわち,表1に み

る如 く,各 臓 器 と も24時間後には,免 疫動物,正 常動物

を問わずほぼ一定数 の結核菌 が撒布 してお り,こ の点 で

は静脈 内感染 法に匹 敵す る成績 が 認 め られ た。 さ き に

Pierceら6は,ハ ツカネズ ミにおける実験で腹腔内感染
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の場合 は臓器 内菌分布 が不定 であ るとしてい るが,加 藤

7)は これ を否定 し,感 染早期か ら各臓器 に大体一定数 の

菌数 が分布す るこ とを報告 してい る。著者 らの成績 も菌

の分布状態 につい ては,ほ ぼそれ と一致 した成績が認 め

られ た。

しか しなが ら,腹 腔内感染法の欠点 として,静 脈 内感

染法 に比 して,遥か に多数の菌が接種局所で と らえ られ,

その ため各臓器 に撒布す る菌の絶対数が少ない ことが挙

げ られ る。すなわ ち,著 者 らの検索 しえた腹腔内滲出細

胞,後 腹膜 ・門脈淋巴腺 中に も,か な り多数の菌 が とら

えられてお り,静 脈 内感染 法 と同量 の菌を各臓器 に撒布

させ るには,腹 腔 内感染法 では静脈 内感染 法のほぼ10～

100倍 の接種 生菌数 を接種 しなければな らない。 しか し,

この接種局 所に とらえ られ る菌数 に も,免 疫群,非 免疫

群 の間に大差 は認 め られ なか つた。

その後 の各臓器 中で の菌 の増殖 ・死滅 曲線 は,い ずれ

も静脈 内感染法で え られ た曲線 とほぼ一致 してい る。 ま

ず,非 免疫対照群で は,いずれの臓器 において も,感染 後

2週 まで は極 めて旺盛な発育.増 殖 を認 め るが,や がて

体内で感染 菌 自体に よる免疫 が発 生す るとと もに,菌 数

の下降が生 じて くる。 それに反 し,免 疫群 では,対 照群

の最 も増殖の旺盛な感染後2週 までにおいて,す でに,

明 らかに菌 の増殖 が阻止 されてい るのが観察 され る。 そ

れ故,こ の感藻後2週 までの菌 の消長 を示標 とすれ ば,

腹腔 内感染法 によつ て も静脈 内感染法 と同様 に,抗 結核

免疫 の測定 が充分 に可能 なこ とが認 め られ た。

次 に著者 らは本法 を用い て抗結核免疫の年令 による影

響 を観察 してみた。す なわ ち,生 後3週 と10ヵ 月の モル

モ ッ トにそれ ぞれBCGを 接種 し,BCG接 種 後6週 目

に人型結核菌H2株 の0.1mgを 腹腔内に感染 させ,肺,

肝,脾 各臓器 中の生菌数の消長 を述求 した。その結果,

図1に み る如 く,脾10m2中 の生菌数 の消長 は,両 群 で

異なつてお り,生 後10カ 月のモルモ ッ トは,生 後3週 の

モルモ ッ トよ りも,よ り免疫力発現能力のCapacityが

大 きい ことが認 め られ た。 この成績 は,さ きに報告 した

静 脈内感染法 で検索 した著者 らの成績9)と ほぼ一致 し,

実験的結核症 にお ける年令差は,い わゆ る自然抵抗性 の

差 とい うよ り,そ の免疫力発現能 力のCapacityが,年

令 に よつて異な るか らであ るとい う,著 者 らの見解8)9)

を支持す る一つの知見 と思われ る。

V結 語

モノレモ ッ トの腹腔 内に,一 定生菌数 の 人型結核 菌H2

株 を感染 させ,そ の後 の各臓器 内生菌数 の消長 を,定 量

培養法 によ り感染後8週 まで追求 した。

1)各 臓器 とも,免 疫群,非 免疫対照群 を問わず,接

種24時 間後 にはそれぞれ一定数の結 核菌が分 布 し て い

る。

2)非 免疫対照群 では,感 染 後2週 を最高峰 とす る定

型的増殖 ・死滅 曲線 を画い てい る。 それ に反 し免疫群 で

は,非 免疫群で旺盛 な菌数の増加 のみ られ る感染後2週

までにおいて,す でに,増 殖が著明に阻止 されてい る。

3)接 種 局所で相当数 の菌 が とらえら れ る が,免 疫

群,非 免疫群 の間に大差 は認 め られ ない。

4)以 上 の成績 よ り,局 所で相 当数 の菌 が と ら え ら

れ,分 布菌 の絶対数が少 ない こ とを考慮すれ ば,本 鞍 は

充分抗結核免疫の測定 に利用 し うる もの と思われ る。

5)さ らに本 法に よ つ て も,筑 結 核免疫発現能 力の

Capacityが,年 令 に よつて異な ることを観察 しえた。

御指導,御 校閲 を賜 つた柳沢部長,前 田博士 および種

々の御援助 を得 た仲本,松 山両氏 に深 く感謝す る。
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