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INH耐 性BCGに 関 す る 研 究

第2報 動 物 体 内 に お け る菌 の 運 命

長 田 進

国立予防衛生研究所結核部(部 長 柳沢 謙)

受 付 昭 和55年8月27日

緒 言

結核症の 発病予防に,BCG接 種 と抗結核剤の投与

を併用する場合には,体 内でのBCGの 増殖ないし存

続が抗結核剤により阻止 され,し たがつて免疫体の産生

が阻害されることが懸念される1)～4)。

われわれはこの矛盾を 解決する 目的で,INH 100

γ/ml耐 性BCGを 分離 し,そ の 耐性度の安定性につ

いて,試 験管内実験の成績を前報告に述べた5)。

さてこのINH耐 性BCG(以 下BCG・R・I

NHと 略)が 実用に供しうるためには,こ れが原株B

CG(以 下単にBCGと 記)と 同様な免疫元性を示し

うるかどうかが確かめ られねばな らない。

そこでBCG・R・INHの 免疫元性を推察す るた

めに,ハ ムスターおよびモルレモ ットを用いて,生 体内で

の菌の消長を追究 したこのでその成績を報告す る。

実験Iハ ムスター体内における菌の運命

実験材料な らびに方法

菌液:BCG,BCG・R・INHと もに1%小

川培地10日 培養の発育良好な菌苔を採 り,手 振法によ

り10mg/mlお よび1mg/ml菌 液 を作製した。

使用動物:体 重1009前 後 のハムスター20匹 を1

群5西 宛の4群 に分 ち,上 記菌液を次のように1ml

宛 腹腔内に注射した。

I群 …BCG 10mg(接 種生菌数13×107)

II群 …BCG・R・INH 10m8(〃43×106)

III群…BCG 1mg(〃13×106)

IV群 …BCG・R・INH 1mg(〃43×105)

注射後8週 目に全群を屠殺剖検して,肉 眼的に病変

の有無を観察す るとともに,脾 は全体につき,肝 は一部

について定量培養を行い,こ れ らの臓器内生菌単位 数を

調べた。

臓器の定量培養には,ガ ラスホモジナィザーで臓器 を

磨砕後1%NaOH水 を 加えて乳剤 とし,こ れに滅菌

純水を加えて10倍 段階稀釈を行い,適 当と思われ る濃

度段階の0.1ml宛 を,1臓 器2本 の1%小 川 培地

に接種培養 したこ。培養4週 後の集落数の平均か ら,臓

器10mg宛 の生菌単位数を算出した。

実験成績

実験期間を通じて10～209の 体重の増減がみ られた

が,と ぐに病的と考えられ るものではない。

剖検所見では,接 種局所,淋 巴腺および臓器 ともいず

れ も肉眼的に病的所見を全 く認めなかつたこ。ただI群 の

脾およびIr群 のNo4の 脾が他に比べやや 肥大 していた

が,い ずれ も肉眼的に病巣は認められなかつた。

培養成績

脾,肝 の定量培養の 成績を表1に 示した。 表中の数

字は臓器10mg中 の生菌数である。

表に 示すように,1群 中のNo3お よびNo5の 脾

および肝の生菌数が他に比べ著 しぐ少数であるが,そ の

他の各群ではいずれ も同程度であつた。

表1ハ ムスターの臓器10mg宛 中の生菌単位数

(培養4週 判定)
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接種菌数についてみると,BCG・R・INH 1mg

中の生菌数は,BCGの それの約1/3で あ るから,等 量

の菌液を接種したI,II群 間,お よびIII,IV群 間の比較

では,BCG群 の臓器 内生菌数がBCG・R・INH

群のそれより多い ことは当然であろうが,表 のように,

両 群間の臓器内生菌数の差はかなり著明であつたこ。すな

わち脾については,BCG群 で はI群 では0.1mgの,

またこII群では1mgの 稀 釈鞍階の培養でさえ,培 地 上

の集落数は それぞれ300を こえ,正 確な 集落数の計測

は不能であつた。 これに対しBCG・R・INH群 で

は,II群 で1mgの,IV群 で は10mgの 稀 釈段階の

培養で十分集落数を計測しえた。

肝についてはI群 のみが1mgの 稀 釈段階で,そ の

他の群はいずれ も10mgの 稀釈段階の培養で集落数を

計測しえたこ。以上より両群の臓器内生菌数は,脾 ではほ

ぼ100倍 の,肝 ではかなりの程度の相違が あると考え

られる。またII,III群 について比較すると,こ の場合は

BCG・R・INHの 接種菌数がBCGの それ より

やや多いが,分 離菌数では脾では明 らかにBCG群 が

BCG・R・INH群 を上まわつてい る。

小括

以上の成績 か らみると,BCG・R・INHは ハ ム

スター体内でかなり長期間生存してい るが,残 存菌数は

BCGに 比べはるかに 少ない ことが判 る。 またこ肉眼的

には,接 種局所,淋 巴腺,臓 器のいずれに も病的所見は

認められず,BCG・R・INHは ハ ムスター に対 し

て きわめて弱毒であろうと考えられ る。

実 験IIモ ルモ ツ トに 静 賑 内 接 種 され た場 合 の 菌 の 運 命

実験 材 料 な らび に 方 法

菌 液:BCG,BCG・R・INHの それ ぞれ0.1mg

/ml,0.01mg/ml菌 液 を,実 験Iに 準 じて 作 つ た 。

使 用 動 物:100倍 旧 ツ液 に よ る皮 内反 応 が 陰 性 で,休

重350～400gの 白色 モル モ ッ ト68函 を,1群17匹

宛 の4群 に分 ち,次 の よ うに菌 液 を 後 肢 静 脈 内 に 注 射

した 。

I群 …BCGO.1mg(接 種 菌 数2.3×105)

II群 …BCG・R・INH0.1mg(〃5.8×104)

III群…BCG0.01mg(〃2.3×104)

IV群 …BCG・R・INH0.01mg(〃5.8×103)

以 後24時 間,1,2,4,6,8週 目に各 群at random

に2～4匹 宛 屠 殺 剖 検 し,肉 眼 的 病 変 の 有無 を観 察 す る

と と もに,脾,肺 の 一 部 に つ い て 定量 培 養 を行 つ た 。培

養 方 法 お よび 成績 判 定 は 実 験Iと 同 じで あ る。

な お4週 目の剖 検 の さい,II,IV群 の脾 につ い て,直

接 法 に よ り分 離 菌 の 耐 性 検 査 を行 つ た 。 ま たこツ ・ア レル

ギ ー を,4,6,8週 目 に,100借 旧 ツ液 を も つ て 調 べ

た 。

実験成績

i)生 体内におけ る菌数の消長

臓器内生菌数の消長を図1に 示したこ。図中(a)は 脾

の,(b)は 肺 における成績である。またこ動物個々の成績

は表2に 示したこ。表中の 数字は各臓器10mg中 の生

菌数である。

図1静 脈内接種後の両菌株の消長

(a)脾 におけ る成績 (70)肺 にお け る成績
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表2静 脈内接種 モルモット臓器10mg中 の生菌単位数(4週 判定)

脾についてみると,BCG群 で は1群 では1週 目

に一時菌数は減少するが,2,4週 と接種直後の菌数 と

ほぼ同程度を示し,6週 より減少の傾向がみ られ る。皿

群では1週 後より菌数は増大し,6週 以降になつて も減

少するにいた らなかつた。なお1群 の24時 間,6週 目,

および皿群の8週 目の分離生菌 数にば らつ きがみ られ

るが,こ れは動物の個体差,あ るいは臓器内の菌の分布

差等の実験誤差によるものであろうと思われる。

これに対 し,BCG・R・INH群 では,24時 間後

の定着菌数ではBCG群 と著 しい差はみ られないが,

菌 数の消長は明 らかに異なり,II群 では2週 後に,IV

群で は1週 後にわずかながら菌数の増加がみられた程

度で,BCGに 比べ明らかに早期かつ著明に菌数を減

じ,8週 後には全 く菌を分離しえなかつた。

肺についての菌数の消長は,ほ ぼ脾 と同様な傾向を示

した。また分離菌数について動物の個体差 と思われる相

違はみ られなかつたこ。すなわち図1(b)の よ うに,B

CGは 感染後2週 目に最大値を示し,以 後徐 々に減少

したこ。これに対し,BCG・R・INHは,24時 間後

を除いては,II群 で4週 目に1/2コ ロニーを分離 したこに

とどまり,他 は全く菌 を分離 しえなかつた。

ii)分 離菌の耐性度

分離 された菌数は少数であるが,表3の ようにINH

 100γ/ml含 有培地上に対照培地上とほぼ 同数の発育を

示 し,本 菌株が動物体通過によつて も耐性度に影響をう

けない安定した菌株であることを示している。

表3脾 より分離した菌の耐性検査成績

iii)ツ ・アレルギーの消長

図2の ようにツ ・アレルギーの出現は,各 群 ともに6

週 目に発現した。すなわちBCG群 ではいずれ も4週

目の反応は10mm以 下であるが,6週 目にI群 は23

mmに,皿 群は17mmに 飛躍的に増大し,8週 にいた

つて も強度の反応は持続 している。これに対 しBCG・

R・INH群 では,BCG群 に比べ反応は著 しく弱く,

II群 は6週 目に10mmを やや上まわつた程度で,8週

目に再び陰転し,ま たIV群 では一層弱い反応であつた。

小括

モルモッド静脈内に2種 のBCGを 接種 し,臓 器
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図2静 脈 内接 種 モ ル モ ッ ドの ツ ・ア レル ギ ー

内菌数の消長を観察するとともに,分 離菌の耐性度を調

べ,さ らにツ ・ア レルギーを比較 したこところ,BCG・

R・INH群 ではBCG群 同様,全 期間を通じて肉

眼的病変は全く認められなかつたこが,動 物体内における

消長をみると,BCGよ りもは るかに速く減少す る。

このことがBCG・R・INHi群 におけるツ ・アレル

ギーがBCG群 に比べ著明に弱いことの原因をなす も

のであろう。なお分離時の耐性度は動物体通過後 も変 ら

ずに保持 されてい ることが判つた。

総括ならびに考案

安東6)は その著書の中で,"免 疫は感染現象を無視 し

て考えられず,免 疫 とは,換 言すれば,微 生物またこはそ

の成分 と宿主の間の反応,お よびその結果生ず る抵抗性

の増強である。"と要約してい る。

結核症の免疫成立の機序においても,同 様に宿主側お

よび菌側の条件が種々挙げ られるが,Bloch7)は 宿主側

の条件として,〃 侵入した菌 を生体か らeradicateす る

力よりも,む しろ一定の条件下に菌 と共存す ることが重

要である。〃と述べ,菌 側の条件 として,金 井8は,

〃必要な抗元性の保持 とい う質的な条件 と,そ の抗元の

適当量存在が必要である,と い う量的な条件の2つ が

満足 され る必要がある。〃といつてい る。

そこで実験動物をある動物に限定して,宿 主側の条件

を一応同等なものとみなし,菌 側の条件についてのみ考

えると,生 体内での菌の増殖力,換 言すれば菌力の強弱

が免疫元性に もつとも影響を与える因子となると考えら

れ る。

そこで われわれは,BCG・R・INHの 免疫元性

を検討す るたこめに,以 上の実験を行い,そ の菌力をB

CGと 比較したこ。

すなわち,実 験1で は,ハ ムスターの 腹腔内にBC

G・R・INHお よびBCGを 注射して,8週 後 に

おける臓器内菌数を比較した。結核菌に対するハムスタ

ーの免疫体産生能が はなはだ弱く,BCGの よ うな 弱

毒菌で もハムスター体内で一定期間生存,増 殖しうるこ

とについてはすでに 多くの報告9)～12)が ある。 われわ

れの実験において もBCGは,と ぐに脾においてかな

り多数に証明されたこ。これに対し,BCG・R・INH

の臓器 内生菌数は,明 らかに劣ることが示 されたこ・すな

わちBCG・R・INHの 接種菌量がBCGの それ

のほぼ3倍 量であるにかかわ らず,臓 器 よ りの分離菌

数は脾ではかな り下まわる成績であつた。もとよ りこれ

は菌接種後8週 目とい う,一 断面に ついてのいわば静

的な観察であり,こ れのみでBCG・R・INHの 菌

力の強弱は決定 しえず,生 体内での菌の消長を 辿るたこ

めの,い わゆる動的な観察が必要となる。

そこでモルモットを使つて実験IIを 行つた。BCGを

家兎またこはモルモットに静脈内接種 を行つた場合の臓器

内の菌数の消長は,Lurie13),橋 本14),金 井15)ら に

よつて明らかなように,一 定期間弱いなが らある程度の

分裂増殖を示し,つ いで急速に減少消滅することが報告

されている。本実験に おいて も,BCGは ほぼ 同様の

消長を示し,2,4週 までは ほぼ同一 水準を持続し,以

後減少 するが,BCG・R・INHは 接種菌数を上ま

わつて増 えず,し か もBCGよ りはるかに早く臓器か

ら消失する傾向を示した。このような菌数の消長に示さ

れたこ相違は,モ ルモ ットのツ ・アレルギーに もある程度

反映されている。

一般に静脈内接種による場合,ツ ・アレルギーの出現

が,皮 下またこは筋肉内接種等の場合に比べ,や や遅れる

傾向があるといわれるが16),こ の実験において も,ツ ・

アレルギーは4週 目では 全群10mm以 下で,6週 目

にいたこつてBCG群 ではI群22mm,III群7mm

程度の強い反応を示し毎常経験している皮下接種の場合

に比べ,は るかに陽転が遅い。ところがBCG・R・I

NH群 で はII群 のみが6週 目にわずかに10mmを こ

え,8週 目には10mm以 下であつた。この場合接種菌

数か らみれば,II群 では5.8×104,皿 群では2.5×

104で あ るか ら,ツ ・アレルギーの両群間の著しい差は

両菌株の菌力の差によるものとしか考 えられない。この

点に関して金井17)は,"結 核菌の菌力と免疫に関する実

験で,免 疫は淋巴結節で著しぐ形成される。"と述べてお

り,BCG・R・INHの ように,臓 器内菌数の 消長
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か らみて菌力が弱いと思われ る菌株では,静 脈内に接種

された菌が,淋 巴結節内で十分増殖せず,抗 体を産生す

るにいたこらずに死滅,排 泄されることが推察される。し

たがつてBCG・R・INHの 免疫賦与力,あ るいは

これによるツ・アレルギーに関しては,皮 下接種の方法

によつて確認す る必要があろう。

なお実験IIの 動物の脾か らの分離菌について,4週 目

に直接法によつて耐性検査を行つたが,そ の耐性度はき

わめて安定していたこ。すなわち前報告では主に試験管内

実験による本菌株の耐性度の安定性を述べたが,in vivo

において もその 耐性度が安定していることが 証明され

たこ。

なお,実 験1,11を 通 じ,剖 検時に 全動物に 肉眼的

に病変が認められず,一 応本菌株の毒力はきわめて弱い

と考えられ る。

結 論

INH 1007/ml耐 性BCGの 免疫元性を察知する

一方法 として
,ハ ムスターおよびモルモットを用いて臓

器内における菌数の消長を調べ,次 の結果 をえた。

1)INH 1007/ml耐 性BCGは,ハ ムスターに

接種後8週 目で も,な お体内に生残 しているが,臓器 よ

りの分離菌数はBCGに 比 べはるかに少数である。

2)モ ルモ ット静脈内接種後の臓器内菌数の消長か ら

みると,INH 100γ/ml耐 性BCGは 原株BCG

に比べて著しぐ速やかに消失する。

3)静 脈内接種後のツ ・アレルギーは臓器内菌数の消

長 とある程度平行し,INH 100γ/ml耐 性BCG群

で はツ ・アレルギーは一過性で,原 株BCGに 比 べ著

しく弱かつたこ。

4)臓 器内か ら分離した菌の耐性度は安定しており,

動物体を通過して も変 らないことが判つた。

欄筆に臨み御校閲および御指導を戴いた柳沢部長,室

橋主任に深謝 します。またこ終始御協力を戴いた橋本博士

に感謝します。
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