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結 核 菌 の 吸 入 感 染 に 関 す る 実 験 的 研 究

第2報 モルモットの吸入感染 に対するBCGの 免疫効果

下 出 久 雄

結 核予防会結核研究所特 別研究生(所 長 隈部英雄)

受 付 昭 和35年6月1日

緒 言

第1報1)で 報 告 した家兎の結核菌吸入感染装置 を用

い,今 回は モル モ ットに対す る経気道 吸入感 染 を行なっ

た。実験の 主 目的は 吸入感 染に よる病巣形 成に 対 す る

BCGの 免疫効果 を観察 す ることにおい た。

実験方法お よび実 験材料

(1)級 入感染装置

第1報 で報告 した家兎の 吸入感染装置 を その まま使

用 し,吸 入 マス クの部分 をモルモ ットに合 うよ うに調製

した。

)2)実 験動物

体重360～6009の ツベル ク リン反応陰性 の成熟 モル

モ ッ ト(雌)14匹 を3群 に 分か ち,第1群(5匹(

は吸入感染の5週 間前に あ らか じめBCG乾 燥1ワクチ

ン57%9を20cの 蒸溜 水に 浮遊 せ しめて 右側腹 部皮

下 に接種 した。 第2群(5匹)はBCGに よ る感作

を行 なわずに吸入感染 させ 対照群 とした。 第3群(4

匹)はBCG乾 燥 ワクチ ン5粥9を 右 側 腹部皮下 に

接種 したのみで吸入感染 を行なわなかった。

(3)噴 霧菌液

第1報 の場合 と同様 な方法 で調製 した。 す なわち 人

型 結核菌H37Rv株 のSauton培 地16日 培養菌 を

Tween80を0.06%に 加 えた生理 的食塩水166中 に

10駕9浮 遊せ しめ,こ れを1分 間2,000回 転で5分

間遠沈 し,そ の上清 を濾紙2枚 で濾過 した液 を噴霧 に用

いた。遠沈 前の菌液(磨 砕 コノレベ ンで均等 に した もの)の

生菌数 は18×106/60で あつた。菌 の分離 状態 は第1報

の場合 に比 しやや不良で,粗 大 な菌塊(10コ 以上の菌

か らな る もの)が 散見 された。

(4)吸 入時間 と噴霧菌液 量

吸入時間(噴 霧 時間 と同 じ)は8～15分 で,噴 霧菌

液 墨は14.2～21.5ccで あ り,第1群 と第2群 の 感 染

条 件の差 を少な くす るため,両 群 を1匹 ずっ 交互 に感

染 せ しめた。噴霧 圧は20～35pound/sq.inchで あ る。

表1実 験 条 件
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実 験 成 績

ω ツベル クリン反応 の推移(表2,図1)

旧 ッベル クリン100倍 稀釈液0.16ccを 側腹 部皮 内

に注射 し,24時 間後 に発赤,硬 結 の径 を測定 した。 第

1群 ではBCG接 種後2週 目に5匹 と もに陽転 し,吸

入感染時お よび剖検時 まで 陽性 を持続 した。 第2群 で

は 吸入感染後2週 目に1匹,3週 目に3匹 陽転 し,

1四 ま感染後3週 で死 亡(非 結 核死)し たため 陽転 を

石窪言忍しえなかった。第3群 はBCG接 種後2週 目に

4距 ともに陽転 し,剖 検時 まで陽 性 を持続 した。各群の

BCG接 種お よび吸人感染後の ツ反応の 大 きさの 平均

値の推移は図1,表2の ごと くで あ り,吸 入感染4週

以後は各群 と も等 しい値 を示 してい る。

表2ツ ベル ク リン反応の推移(発 赤平均値)

(2)体 重 の推移(図2)

各群 ともにわず かな増加 が認 め られ,各 群 間に異なつ

た傾 向は認 め られなかつた。

図2体 重 の推移(各 実験群の平均値)

(3)剖 検所見(肉 眼的)(表3,4)

第1群(BCG感 作群)は 吸入感染後4週 目に1

匹,5週 目に4匹 を撲 殺 して 剖 検 した。肺の 表 面 よ り

肉眼的 に観察 され た結核結節の数 は表4に 示す ごと く,

吸入後5週 目の モル モ ットでは9～63コ,1匹 平均

37.3コ で,4週 目の もの(体 重 の もっ とも少 なか つた

例)で は114コ 認 め られた。結節の 肺葉 別分布 は 上葉

と中葉 の 計 が92コ(35%),下 葉163コ(62%),

心臓葉8コ(3%)で あつた。結 節の大 きさは0.5mm

以下の ものが大部分で1中 には1.5～2.0mm2の もの

が数 コ認 め られ たが,中 心 に壊死 を認 め るものは全 くな

かつ た。 脾重量 は0.95～1.39,平 均1.28gで あ

り,肉 眼的 に結節 を認 めず,肝 には2匹 に わずか な 微

小結節が認 め られ た。門脈 リンパ結 節には肝 に結 節を認

めた2例 に著 明な腫脹,壊 死 を認 めた。その他 の リンパ

結 節には肉眼 的病変 を認 めなかつたが,肺 の結 節が もっ

とも多数認め られた例(No,35)に は 気管 りンバ節の

きわめて軽度の腫脹が 認 め られ た。 第2群(非 感 作

群)は 吸入感染後3週 目に1匹 が 非結核性疾患で 死

亡,他 の4西 は5週 目に撲殺 して剖検 した。肺表面の

結核結節数 は吸入後5週 目の もの では167～384コ,

1匹 平均280コ で,3週 目で死 亡した もので は 小結節

が631コ 認 め られ た(多 数の結節 ある ものの数は概算で

あ る)。結節 の 肺葉別分布 は 上葉 と 中葉 の 計が600コ

(34%),下 葉が1,015コ(57.5%),心 臓葉が149コ

(8.5%)で 感作群 との間に差 は 認 め られなか った。 結

節の大 きさは吸入後5週 目の ものではほ とん どが1mm

以上 で,2mm以 ヒの結 節 も 多数認 め られ,融 合 して

3～4初 勉 の結 節 を形 成 してい る もの もあった。大 きい

結節は もちろん,1勉 勉 前後の比較 的小 さい結 節の中心

に も壊死 を認 める ものが多 く,結 節数の少 ない例(No.

9)で も2瀦 夘 以上の結節が あ り,こ こ に は 中心壊

死が認め られた。 脾重量は0.95～1.99,平 均1.359

であった。気管リ ンパ節は2例 に 著 明な腫 脹,1例 に

中等度,1例 に軽度の腫脹が あ り,す べての例に乾 酪化

が認 め られた。 ただ し3週 目に 死亡 した ものには きわ

めてわずか な腫脹が認 め られ たのみで ある。肺の結節が

もっ と も大 きかった例(No.6)で は,後 胸骨,鼠 践,
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表3臓 器病変の肉眼的所見

表4肺 内結核結節の肺葉別分布
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腸骨等 の リンパ節 に もわずか なが ら腫脹が認 め られ た。

肝,脾,腎 には1例 の脾 におけ る結 節を 除 き著変 を 認

めなかった。第3群(BCG接 種 のみの群)で は1例

に小結 節が5コ,肺 に認 め られたが,後 述 の ごとく臓

器培養では結 核菌 を検出 しえなかった。門脈 リンパ節に

3例,肝 に2例,膿 瘍が 認め られたが,門 脈 リンパ節

か らは第1群 のNo.4と 同様 に少量の結 核菌が検 出さ

れた(第1群 の 門脈 リンパ節0)病 変 もBCGlこ よ る

ものではないか と思 われ る)。 肝膿瘍 は 非結核性 の もの

であった(後 述)。 脾重 量は0.7・)2・19,平 均1・59

であつた。

(4)組 織学的所見(表5)

肺,肝,脾,気 管 リンパ節,門 脈 リンパ節についてヘ マ

トキ シリンーエオジ ン,鍍 銀,菌 染色(隈 部法)を 行ない組

織学的検索 を行 なっ た。 まず 肺では,BCG感 作 群は

結核結節 の数が少 な く,1例 を除 き1切 片に2～3コ

ない し数 コ認 め られ るのみで,大 きさは きわめて小 さく

(0.3～1.07n綱,あ るものは小 さい類 上皮細 胞結 節であ

り,わ ずかに線維 増殖が認め られた。中には類 上皮 細胞

が萎縮 した もの もみ られ,あ る結 節では小円形細胞が主

な成分で,そ の 中に類上皮細胞が混ず るとい う型で あっ

た。壊死 のあ る結節 は1例 もみ られ なかっ た・ また結節

中の結核菌 は 結 節数 の もっ とも多 くかっ 大 きかっ た 例

(No.35)に のみ 見出だ され,他 にはすべ て 認 め 帰1な

か った。 これに対 し非感作群 では,肺 の結核結 節数は感

作 群に比 し,は るかに多 く,大 小様 々(2～3mm)で,

いずれ も境 界不鮮 明で,周 囲の肺 胞壁に細 胞浸潤 が認 め

られ る ものが多い。大 きい結 節には著明な中心壊死が認

め られ た。結節中 の結核菌 は1例(No.7)を 除 きすべ

ての例 の 壊死巣 中に 多数認 め られ た。BCG接 種 のみ

の群 では1例 で きわめて わずか な 類上皮細胞 の集 りが

2～3コ に認 め られたのみであった。

蓑5組 織 学 的 所 見

次 に気管 リンパ節 におい ては,BCG感 作群では 腫

脹 はほ とん どな く,腺 周 囲炎 は認 め られず,小 さい類 ヒ

皮細胞結 節がわずか に存在 し,壊 死は全 くみ られなか っ

た。 これに対 し非感作 群で は 感染後3週 で死 亡した1

例 を除 き,著 明な腫 脹があ り,腺周 囲炎が認 め られ,大 き

な集 合結核結 節を形 成 し,そ の中に広汎 な壊 死が認 め ら

れた。また壊 死巣 中には多数の結核菌 が見出だ された。

肝では,感 作群 で も結核結 節が認 め られ るが,非 感作

群に比 しは るかに小 さくか つ少な く,し ば しば小円3形細

胞を主 とし,類L皮 細 胞の少ない ものが認 め られた。非

感作群では大 きな類 上皮細胞結 節がかな り多数認 め られ

たが,壊 死はほ とん どなかった。

脾 にっい てみ る と感作群で は結核結節の認 め られ ない

例が約半数 で,他 は小 さい結 節が わずか に認 め られ るの

みで あっ た。非感作群ではすべての例に結核結 節が認 め

られたが,肝 に比 して数が少なかった。

門脈 リンパ節 にみ られ た壊死巣中にはほ とん ど結核菌

を認 めず,壁 の類上 皮細胞層 は比較的発達が弱い ように
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思 われた。肝 に認 め られた膿瘍 は非結 核性の もので あっ

た。

)5)臓 器 内結核菌培 養所見(表6)

剖検時に肺,肝,脾 および一部の門脈 リンパ節の結核

菌 定量 培養 を行なった。各臓器10mg中 の生菌 数は次

の ごとくであった。肺 では,感作群 で7～243,平 均87,

非感作群 では3,000～44,200,平 均21,300で あ り,肝

で は,感 作群で1～27,平 均7.8で あ り,非 感作群 で

37～319,平 均213で あっ た。脾 では感作群 で5/2～27 ,

平均&8で あ り,非 感作群 で16～359 ,平 均144で あ

っ た。す なわ ち各臓器 ともに牛菌 数は感作群 が非感作 群

に比 しは るか に少なかっ た。 またBCG接 種 のみの群

では肺か らは菌 を証 明 しえず,肝,脾 ,門 脈 リンパ節 よ

り微量 の菌 が証 明 されたのみであっ た(お そ らくBCG

表6臓 器内結核菌定量培養成績

と、感わ れ る)。

総括ならびに考案

結核菌の吸入感染実験は人結核症の大部分が経気道 飛

沫ない し塵埃感染であ るゆ え,も っ と も自然の感染条件

に近 い実験方法であ るが,感 染菌 量の定量が きわめて困

難 な ことに難 点があ ることは 第1報 において 述べ た と

ころであ る。

したがっ て免疫効果の判定,化 学療法等の治療 効果 の

判定等の実験に応用す るためには,感 染菌量の定 鼠化が

先決問題 とな る。Lurieら は この点に関 し,噴 霧 菌液 中

の生菌 数,噴 霧菌液量,気 流 中の菌 数,動 物の呼吸 駁等 を

測定 して,こ れ らか ら吸入 された菌量 を予測 し,その値 に

対 して,実 際 に肺 内に生 じた結 節数 を比較 す ることによ

って,1コ の結節 を作 るのに必要 な菌数 を求 め,こ の数

を指標 としてBCGの 免疫効果2、,重 感染5),副 腎皮質

ホル モ ン4),甲 状腺 ホフレモ ン5)6),動 物の 先天抵抗性

η 等の結核症 に及ぼす影響 について 実験 を 行なってい

る。 しか しなが ら,こ れ らの定量 実験 において も,菌 の

肺 内への沈着 率は考慮 されていないか ら,相 対 的な定量

化 とい わねばな らない 。相対的 な定量化 な らば,実 験条

件 を一定 にし適 当な条件で感染せ しめることに よって,

簡単 な装置に よ り目的 を達す ることが可能 と思われ る。

条件 を一定にす るためには噴霧菌液 中生菌 数,噴 霧菌 液

量,吸 入時間,噴 霧菌液 の粒度分布8),実 験動物 の呼吸

の型9)と 量10),動 物 の先天抵抗性等が問題 になるが,

今回の実験では動物の先天抵 抗性,呼 吸量 については十

分な考 慮 を払 うことがで きなかった。 しか し,BCGを

接種 した群 の ツ反応陽転状況等か らみ ると個体差 はそれ

ほど大 きくない と思われ る。Lurie2)に よれ ば先天抵抗

性の弱い種の家兎ではBCG接 種に よる免疫効果が吸

入感染 実験に よっては明 らか でないが,抵 抗性の強い種

では免疫効果 が著 明に現 われ ることを述べ,そ の さい,

BCG接 種 によ るツベル ク リン反応陽性化 の 速 さ,強

さ,持 続性,お よびBCG接 種局所 の変化 の強 さ,治

癒速度等が先天抵抗性の強弱の指標 になると 述 べ て い

る。BCGを 接種 しなかった群(全 例の1/3)に のみ他

の群 と異なつた抵抗 姓の ものが偶 然選 ばれ る可 能性は少

ない と考 え られ る。今 回の実験 においてBCG感 作群

は非感作群 に比 し,肺 内結核結節数 およびその性状,気

管 リソパ節の病変,肺,肝,脾 中の生菌数等がすべて軽

度あ るいは少であった ことはBCG接 種 の免疫 効果 を

明 らかに してい る もの といえ よう。すなわ ち比較 的簡単

な吸入感染装置 によって も,条 件 を一定 にす ることによ

って相対 的に定量 的な感染 を行 なえば定量 的な免疫実験

が可能 であ り,治 療実験等 も可能で あろ うと思われ る。

使用動物,菌 株 の組合せ を種 々に変 えた場合 どの よ うな

条件が適 してい るか,ま たBCG接 種量,感 作 よ り吸

入感染 までの期 間,吸 入菌 量,感 染 よ り剖検 までの期 間

を種 々に変 えた場合,ど のよ うな差異が み られ るか はな

お検討 を要す る問題で ある。 また吸入感染実験 と他の感

染方法に よる実験 との差異について検討す ること も吸入

感染の評価のた めに必要 と思われ る。いずれの場合にお

い て も感染菌量の絶対的定量化 は将来検討 されねばな ら
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ない重 要な問題 であ ろう。

結 論

第1報 ℃報畳 した 吸入感染装置 に よ リモ ル毛 ットに

人型結核菌H37Rv株 を吸入感染せ しめ,BCG接 種

の影響 を観察 し,次 の ごとき成績 を得 た。

1)BCG感 作群 は非感作群 に 比 し,肺 内結核結 節

の数が は るか に少な く(約1/10)か っ大 きさが小 さく,

感作群 では結 節の中心 に壊死 を認 めなか ったが,非 感 作

群 では大部分 の例 に壊死 を認 め,壊 死巣 中に多数の菌 を

認 めた。

2)肺 内結核結節 の肺葉別分布 は感作群 と非感作群 の

間 に差 異を認 めなか った。

3)気 管 リソパ節 の病変 は感作群 にはほ とん ど認 め ら

れ なかっ たが,非 感作群 では著明 な腫脹 と広汎 な壊死が

認 め られ た ものが多かっ た。

4)肺,肝,脾 の結核菌定量培養 によ る各臓器 内の生

菌数において も,感 作群は非感作群 に比 しは るか に少 な

カ〉っアこ(糸勺1/20～1/250)。

以 ヒの成績か らBCGの 免疫効果 をモノレモ ッ トの吸

入感 染実験に よって判定す ることがで きた。

終 りに本研究 の機会 を与 え られ,御 指導,御 校閲 を賜

わ りました結核予防会結 核研究所長隈 部英雄 先生,研 究

部長岩崎龍郎先生 に深 く感謝い たします。 また御助言 を

頂いた研究副部長大林容二先生 に感謝いた します。実験

に御援助頂い た小 関勇一,豊 原希一,青 木正和,工 藤賢

治の諸先生,内 出花子,塚 越兼吉,他 研究室 の方 々に感

謝い たします。
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