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INH耐 性BCGに 関 す る 研 究

第3報 感 染 防 禦 力 に つ い て

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9月25日

緒 言

著 者の 分離 したこINH100γ/ml耐 性BCG(以 下

BCG・R・INHと 略)のin vitro,in vivoに お

け る性質 についてはすでに報告 したこ1)2)。 と くに前報

告 では,静 脈 内接種法 によつて動物体 内にお ける菌の消

長を追究 したこ結果,本 菌株 の免疫元性 は 親株の感性B

CG(以 下BCGと 略)に 比べか な り劣 ることが予想

され たこ。しかし結核症 の免疫体 は主 に淋巴結 節で産生 さ

れ ると考 え られ てい る5)点 か らすれ ば,免 疫元 性の検討

は 当然皮下接種法に よつて確認す る必要が あろ う。 そこ

で本 実験では皮下接種 によつて免疫 したこの ち皮下に有毒

菌 を注射 して攻撃 を行い,免 疫 元性 をし らべたこので その

成績 を報 告す る。

実験材料 ならび に方法

菌液:BCG・R・INHは 小川 培地10日 培養 の

発育 のよい菌苔 よ り手振法で5mg/ml,0.5mg/ml菌

液 を作 つた。1mg中 の生菌数;43×105。

BCGは 凍結乾 燥保 存中の もの(BCG会 社製Lot

 No.5036A)を 滅菌生食 水で,0.5mg/ml,0.05mg/ml

菌液 としたこ。1mg申 の 生菌 数;60.6×106。

使用動物:100倍 旧ツ液 による皮 内反応が陰性 で,体

重350～ ～400g前 後の白色 モル モ ッ ト30匹 を1群6

匹宛5群 に分 ち,左 下腹部皮下 に 次のよ うに 菌液 を接

種 したこ。

菌液 接種後6週 目に有毒人型結核菌H2株0.1mg

を右下腹部皮下 に注射 したこ。感染菌量;9.6×105。

有毒菌感染後6週 目に 屠殺剖検 して 肉眼的病変 の有

無 を観察 し,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 は前報告 と同じで あ る。

実 験 成 績

i)肉 眼 的剖検所見

淋巴腺の病変 はBCG群<BCG・R・INH群

<対 照群の順に若干の進展がみ られたこが,特 記すべ き著

明 な変化は み られ ないので,こ こには臓器の変化の みを

図1に 表わ したこ。なお,各 動物の下段の 数字 は 脾 の重

量(g)で ある。図1で 明 らかなよ うに,BCG群 で

は個 々動物 の病変 はほぼ一様 で,し か も病変 は きわめて

軽 く,脾 では0～2コ,多 くて6～7コ の結 節がみ られ

たこのみで,肺,肝 では1群 のNo.6の 肺に2コ の結 節

を認 めたこほかは,全 動物に病変を認めなかつたこ。 またこI

・II群間に病変の相違はみ られず,こ の程度の接種菌数

の差は この場合影響を与 えぬ ようであつた。

以上の成績に対 しBCG・R・INH群 で は,病 変

の きわめて軽 い もの と重症 な もの とが混在 してお り,ワ

クチ ンによ る感染防禦が一様 でなかつたこことを示 してい

る。すなわ ち皿群 では,No.1～3の 病変 は きわめて 軽

く,免 疫効果 はみ られ るが,他 の3匹 の脾に はかな り

の結節があ り,と くにNo.6の 病変 は 対照群 と大差が

なかつたこ。 またこIV群ではいずれ も対照群同様の ひ どい病

変で あつ た。

ii)定 量培養成績

表1に 脾,肺 の定量培養 成績 を 示 したこ。 表 中の数字

は臓器10mg中 の生菌単位数 であ る。臓器 中の生菌単

位 数は肉眼的剖検所見 とほぼ平行 した価 を示 した。

これを各群別 にみ ると,BCG群 ではI,II群 間に

は分離菌数に大差がな く,脾 か らは0～3×102の 間に,

肺 よ りは きわ めて少数の菌が分離 され たこにす ぎない。B

CG・R・INH群 で は,脾 につい てみる と,III群 の

6匹 中3匹 か らは0～2×102コ の少数 の菌 を分離 したこ

が,他 はいず れ も103台 と多数 を 分離 してお り対照群

と大差 ない成績 で,ま たこIV群 も対照 同様 の成績 であつた。

肺 について も脾同様の傾向がみ られ,III群 の過半数か ら

の分離菌数 は少数で あ るが,そ の他 は対照群 と同程度 の

結果 を得 た。

iii)ツ ・ア レルレギー

成績 は図2に 示 したこ。 ヅ・ア レルレギーはIV群 を除い て
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図1肉 眼的剖検所見

下段の数字は脾の重量である

表1臓 器10mg中 の生菌単位 数 図2ツ ・ア レルレギ ー の消 長
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はいずれ も2週 目に15mm前 後 に強 く陽転 し,反 応

は その後の検査で もほぼ同一の強度を維持 ないしはやや

増強す る傾 向が み られ たこ。 この場合1～ 皿群間の反応の

強 さに大差 はみ られ なかつたこが,IV群 のみ陽転 の時期 は

4週 目で,反 応 もかな り弱 い成績 であ る。しかし この群

で も反応は週 を追つて増 強す る傾 向がみ られた。

総 括

以上 の成績 を総括す ると,ま ず ツ ・ア レル ギーの消長

では,BCG・R・INH接 種群 の反応 は 前 報告 の 静

脈 内接種 時におけ る反応 とかな り違 つた成績 を得 た。す

なわ ち,陽 転の時期 は,静 脈 内接種 群の6週 に 対 し皮

下接種群では2週 でか な り早い。またこ反応の強 さは,前

者で は陽転時 に10mmを やや 上 回る程度の 弱い反応

で,し か も2週 後 に陰転す る,い わ ば 一過性の反応で

あつ たこのに対 し,後 者で は,接 種菌数 の多い 群で は14

mmの反応で,こ の強度 はその後 も維持 され,接 種菌 数

の少ない群 で も反応 は週 を追つ て 増強す る傾 向を 示 し

た。

以上菌の接種方法の相違に よつて起つた ツ ・ア レルレギ

ーの相違 は,BCG群 において は み られ なかつたこ現象

で,こ の こ とはBCG・R・INHの 菌力の弱 さに起

因す るもの と思 われ る。す なわ ち静脈 内接種 の場合 は,

体 内での菌 の死滅,排 泄が速 やかなたこめ,十 分 な抗体産

生 の時間が なかつたこたこめ と考 え られ,皮 下 接種 の場合

は,接 種 された菌 が所属淋巴腺に と り入れ られ,こ こで

か な りの抗体の産生が行われたこと考 え られ る｡し たこがつ

て本菌株の よ うに菌力の弱い菌株 の免疫元性は,皮 下接

種法 によつ てはじめて正確 に把握 され る もの と考 え られ

る。

ただ この場合,BCG・R・INHに よ る抗体 の 産

生 がBCGの そ れに及ば ない ことは,肉 眼的 剖検 所

見,臓 器定量培養 成績 が表わす感染防禦力の差 として示

され る。す なわ ち,BCG接 種群で は 病変 の 進展阻止

が著明で,と くにその防禦力が各動物 にほぼ一様で,こ

の程度 の接種菌数 の違 いは防禦力 に影響 を与 えず,I・

II群 と もほぼ同様 な成績 を示 した。 これ は従来 のBCG

の防禦 力のcritical dosisが10-2程 度 とい う成績4)

か らすれば当然の 結果で,BCGの 十 分な 抗 体産生,

それ に基 く高度の感染防禦力 を示す もの とい えよ う。

他方BCG・R・INH接 種群で は,皿 群で は病変

の進展阻止がBCG同 様 に著明で ある もの と,対 照群

と大差 ない もの とが相半 ばしてお り,そ の防禦力 は非常

に不安 定で あつたこ。またこIV群の成績 か らは ワクチ ンとし

てのBCG・R・INHの 効果 はほ とん どみ られなか

つ た。

接種菌数 では,I・III群,II・IV群 ではほぼ同数で,

したこがつて上述の感染防禦力の差 は両菌株 間の生体 内に

おける増殖力 の差異 としか考 え られ ない,ま た,接 種菌

数 の多寡 によつ て生 じたこIII・IV群間の 成績 の 相違 はB

CG群 ではみ られなかつたこ現象 で,こ の ことか らもB

CG・R・INHの 菌 力の弱 さが うかがわれ る。

なお,ワ クチンの免疫効果判定に さい しては,攻 撃菌

の菌力が その成績 を左右す る ことは 橋本 ら5)の 指摘す

るところで,今 回の実験で は この点 に注意 して,免 疫 お

よび攻撃 の方 法な らびに接種菌 数等 は生 物学 的製剤基準

6)に 基 いて行い,攻 撃は 人型有 毒結核菌H2株 の 凍結

乾燥菌に よつた。 この凍結 乾燥菌は国家検定用の もので

あ り,そ の菌力の強 さおよび安定性 につい ては既知の も

のであ る。

したこがつて本実験の攻 撃試 験はかな り強力な もので,

この攻 撃に対応す る両 菌株の防禦力の相違 は,わ れわれ

が 日常使用す るBCGとBCG・R・INHと の免

疫力 の差で あ るとい え る。

考 案

INH耐 性BCGの 免疫元 性については,Canetti

7),Schaefer8),中 山9),小 林10)ら の報告が あ るが,

いずれ も"原 株同様の免疫元性 を有す る"と述べ てい る。

しか しINH耐 性BCGを 従来 のBCGに 代 る

免疫元 として使用 しよ うとす る立場か らす ると,獲 得 し

た耐性菌 につ いて細心 の検討 が各 方面 か ら加 え られね ば

な らない。 この点以上の諸 氏の報告 に多少不十 分 と考 え

られ る点がみ られ るので,そ れ らについて2・3考 案を

加 えてみ よ う。

INH耐 性菌 を用い る実験に おいて,耐 性菌 の純粋

性,耐 性 度の 安定性 は もつ とも重要 な点で あ ることは

Meiβner11),Szybalski12)ら の強調 す るところであ る

が,こ の点4氏 と もstep-by-step法3(～20代 によつ

て耐性菌 を獲 てい るにかかわ らず,以 上の点については

ほとん どふれていない。

またこ耐性BCGの 性質については,in vitroの 成績

につい ては中 山,小 林が述べ てい るのみで,in vivoの

性質 につい ては全 くふれ てい ない 。しか も両氏の報告か

らin vitroで の耐性菌 のvitalityが 親株 よ り弱い こと

が うかがわれ,こ の ことか らin vivoで の 菌力 の弱 い

ことが予想 され る。

事実,小 林の マウスを用いたこ静脈 内接種 によ る実験で

は,耐 性BCGの 免疫力 は5週 までは 親株の それに

匹敵す るが10週 の成績は劣 ると述べてい る。動物は異

な るが,著 者 の行つ たモル モ ッ ト体 内で のBCG・R・

INHの 消長2)か らす ると,こ の点あ る程 度の解 明が

っ くと思われ る。 またこモルモ ッレを用いたSchaefer,中

山の実験で は,耐 性菌 によるツ ・アレルレギーは親株 よ り

弱い反応を示 してい る。以上の点か らみ ると,諸 氏 の報

告 によ る耐 性株 のin vivoで の菌力は いかな る 程度で
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あ るか,問 題 の存 す るところである。

ワクチ ンの免疫元性 の検査 においては
,攻 撃菌 の菌力

お よび感染菌数の多寡 が その成績 を左右 す る要素 であ る

ことはすでに述 べた。 この点CanettiはINH耐 性

BCG1mgで 免疫 を 行い,攻 撃に はH37Rv1/500

mg(v.u.52×103)と い う少量 を用いてい る
。 もとよ り

INH耐 性BCGは 多少の 免疫元 性を有 す る訳 であ

るか ら,親 株 同様 の防禦力を示 した とす る彼 の報告 は当

然 である とい えよ う。

またSchaeferを 除いてはいず れ もH37Rv株 を攻 撃

菌 として用いてい る。 この菌株 は菌力の一応安 定 したこ有

毒菌 として広 く使用 され てい るが,な おその菌力 にかな

りの動揺 が あ ることはSteenken13)～15),橋 本5)ら の

指 摘す るところであ る。 したこがつて と くにINH耐 性

BCGを 実用に供 しよ うとす る立場 か らす ると
,感 染

時 の攻撃菌 の菌力 が どの程度 の強 さであつたかは十分 に

検討 を要す る点で あろ う。

一般 にINH耐 性菌 の 菌 力は 低下 す ると いわれ る

が,親 株 同様 の菌力 を有す る菌についての報告 もあ り16)

17)
,BCGに おいて も当然 この可能性は起 りうると考

え られ る。 しか し上述 の諸報告が はたして こうしたこ菌株

によ るか どうかは詳細な記述のない現在不明であ る。い

ず れにして も免疫法 および攻撃法 についての細心 の検討

が加 え られては じめてINH耐 性BCGの 免疫力 に

言及 し うるの ではあ るまい か。

結 論

前報告 にひ き続 きINH100γ/ml耐 性BCGの

免疫元 性について,モ ルレモ ッ トを用い,皮 下接種法 によ

り検討 を加 えたこ。

その結果,INH100γ/ml耐 性BCGの 免疫元性

は,親 株 の感性BCGに 比べ かな り劣 る成績 を得 た。

またこツペル ク リン反応は,静 脈内接種 時の反応 とはか

な り異 な り,陽 転は早 くみ られ,反 応 も強 くかつ長 く持

続 した。

稿 を終 るに臨み,御4篤 な御指導,御 校閲を戴 いた柳

沢部長,室 橋主任 に深 く感謝 します。 また終始御協力戴

いた橋本博士 に感謝 します。
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