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結核 め免疫において も,他 の感染症 のよ うにBCG生

菌に代わつて種 々の方法 によつ て得 られた死菌あるいは

物理的,化 学的に分画 され た菌体成分を用いて宿主に抵

抗性を与えよ うとする研 究が続 けられてい る。 しか しそ

れ らの成 績は必ず しも一致せず,ま たそれ らの活性は,

BCG生 菌 に比べ てはるかに弱い1)。菌体成分に よつて宿

主に感染防衛力を与える ことが できるか ど うか はBCG

免疫の機 作の解明に もつ なが る問題であ る。すなわち,

BCGで 免疫 した ときの宿主側 の複雑 な反応の 解 析 を 行

な うと同時に,分 画され た菌体成分で前処置 した宿主 の

感染に対 するよ り単純 な反応か ら感染防衛力に関与す る

因子を明 らかにするこ とは,結 核免疫の機構を解 く手段

である◎

著者 らは先に種 々の量 の結核菌の感染を受けたマウス

について生存率曲線を求める とともに,BCG生 菌免疫

に よつてその曲線 に変化 が認 め られ る2)こ とを 報 告 し

た。本報ではこれ らの実験条件を用いて,結 核菌菌体成

分が宿主 の抵抗性 に与え る影響について実験 を行な うと

ともに,さ らに宿主臓器 の病変お よび感染菌の宿主体内

に おける生菌数 の推移に及ぼす影響を調べ,菌 体成分 に

よる宿主 の抵抗性獲得 の機構について考察を加えた。

実験材料および方法

1.動 物

マウス:生 後約6週 体重168前 後のCF1系 マウス

を用いた。 マウスの大 部分は本院動物室 において同腹繁

殖 させて得た もの2)で,一 部 は共栄動物大阪営業所 よ り

入手 した。 動 物は共栄動物製 固型飼料(MR-1)と 水道

水で飼育 した◎

モルモ ッ ト:雑 系の動 物を入手後,1カ 月間飼育 した

のち,ツ ベル ク リン反応陰性 で体重約4008の ものを実

験 に供 した◎

2.使 用菌株

牛型結核菌Ravene1株:本 院保存 中の株2>を と き ど

きマウスを通過 させなが ら小川培地 に継代保存 し,改 め

てSauton-potato培 地 に移 し,4週 後 馬鈴薯上 に発 育

した集落を感染に用 いた◎滅菌濾紙上に集 めた菌塊を滅

菌生理 食塩水で よく洗灘 し,滅 菌濾紙で吸湿 したのち,

ガラス玉 とフラス コによつ て 生 理 食 塩 水1〃 μ につき

0.25携9と なるよ うに菌液を調製 した。

BCG:小 川培地上 に保存中の ものをSauton培 地に移

し,液 体表面に発育 した菌苔を用 いた。生菌免疫には上

記の方法で2.5勉g/裾 の浮游液に調製 した ものを用 い

た。

3.ツ ベルク リン反応

人型結核菌のSa縫ton培 地培養 液 か らSeibertの 方

法3>に よつて得た蛋 白質Aを 抗原 とした。 これを生理食

塩水1〃 多」あた り1彿9の 割合 に溶解 し,そ の0.1携Z

をモルモ ッ トの背部皮内に接種 し,24お よび48時 間後

局所の硬結直径 を測定 した。

4。 菌体成 分の分画

BCG加 熱死菌体をAsselineauの 系統的脂質分画法

に準 じて分画 した。100℃,20分 間加熱殺菌 したBCG

菌体を濾紙で十分吸湿 したのち,これ を10倍 量のエーテ

ル ・メタノール(1:1)で2日 間室温で抽 出した。残渣

を さらに5倍 量 の同溶媒で2日 間ず つ2回 抽出 し,抽 出

液を集めて減圧濃縮後凍結乾燥 した。 この画分をアセ ト

ンで処理 して,ア セ トン可溶性脂肪 と不溶性画分に分け

たのち,後 者を熱アセ トンに よつて可溶性の ロウAと 不

溶性の燐脂 質に分画 した。一方,エ ーテル ・メタ ノール

抽出残渣は10倍 量の クロロホルムで1回,さ らに5倍

量の クロ官ホルムで2回,そ れぞれ4日 間室温 で抽 出し

た◎抽 出液は40℃ 以下で減圧濃縮 したのち,エ ーテル

に溶解 し,こ れに メタノールを加えて沈澱する精製 冒ウ

と可溶性 のロウBに 分けた。#ウB画 分は減圧濃縮 した

のち凍結乾燥 した。 クロロホルム抽 出残澄(以 下残渣 と

略 す)は 白色の粉末状であるがなお抗酸性を残 してい る。

5.免 疫処置 および感染

BCG生 菌は0.5〃19を 生理食塩水に浮游 し,菌 体成

分は0.57篇8を0.2裾 のBayolF:ArlacelA:生 理
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食 塩水(7:2=1)に 乳濁 して,マ ウスの腹腔 あるいは モ

ルモ ッ トの左 そけい部の皮下に注入 した◎ 感 染はBCG

免 疫後4週 目,菌 体 成分前処置 は2週 間隔で2回 処置後,

2回 目の処置か ら2週 目に行ない,牛 型結核菌Ravene1

株0。057%gを マウスの尾静脈に,あ るいは0.5魏gを

モルモ ットの右そけい部皮 下に接種す ることに よつて行

なつた。

6.感 染防衛力の評価

感染後の各群動物 の死亡 日数の分布を比較す るととも

に,発 死動物の臓 器病変 の観察 および臓器中の生菌数の

定量を行なつた。 また感染後一定 日数 ごとに屠殺 した動

物について,同 様 の方法を用い て病変 の進 展過程お よび

臓器 内におけ る生菌数 の推移を比較 した。

実 験 成 績

1.死 亡 日数の分布お よび驚死 マウス臓器 の肉眼的所

見

マ ウス入手の都合で実験 は3回 に分け て行 ない,各 実

験 ごとにBCG生 菌免疫群お よび無処置群を対照 として

つ くつた。
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各 群12匹 の マウスを用 い,表1に 示す よ うな群 に 分

け て,そ れぞれ前処 置お よび感染 を行 なつた。感染後の

死亡 日数を記録する とともに,発 死マウスの肺に形成 さ

れ た結節の大 きさお よび数 を肉眼的 に調べ,さ らに右肺

を生菌数定量に供 した◎生菌 数の定量は臓器をガ ラスホ

モ ゲナイザ ーで磨砕,苛 性 ソーダの終末濃度1%,組 織

の濃度100〃 多9加zに なるよ うにそれぞれ苛性 ソーダ溶

=液お よび滅菌蒸留水を加 えて均等化 したのち,段 階稀釈

してその0.1認 を小川培 地に接種 した。

死亡 日数 の分布を示す と表1の ごとくで,こ の結果 か

らマ ウスに防衛 力を与え る活性を有す るのは,ロ ウB,

燐脂質 お よび残渣 で,し か もこれ らの活性はBCG生 菌

にほぼ等 しい。 アセ トン可溶性脂肪お よび 官ウAは 無 影

響 であつた◎精製 纏ウ処置群では感 染 前 に12匹 中9匹

が発死 し,残 つた3匹 も感 染後対 照群 よ りも生存 日数 が

短 い。 この よ うな現 象は精 製#ウ の中に含まれ ている毒

性 糖脂質5>によるもの と考え る。

各群の発 死マウスにつ いて肺 に形成 され た結核性病変

を比較 する と図1の ごとくで,発 死マ ウスの肺における

結節の数お よび大 きさは必ず しも同 じで なく,BCG生

菌免疫 あるいは生存 日数 を延長 させ る活性 のある菌体成

分で前処置す る ことに よつ て,病 巣形成 に変化 のあるこ

とを認 めた。す なわ ち,官 ウAお よびアセ トン可溶性脂

肪処置群 では対照群 と同 じように大 きい結節が 多数見 ら

れ るのに反 して,BCG免 疫群 では結節 が小 さ く,ロ ウ

B,燐 脂質お よび残渣処置群 では結節 の小 さい発死 マウ

スが対照群に比 して多い◎

肺におけ る生菌数の推移をみ ると,冒 ウB,燐 脂 質お

よび残渣処置群 でBCG免 疫群 の ように発死 マウス中の

生菌数の少ない ものが多いが著明ではない。発死試験 に

用いた感染菌量が生菌 類推移を見 るためには多す ぎる こ

とに よると考え られ る。

2.感 染後屠殺 したマウスにおける臓器 の病変 と臓器

内生菌数の推移

BCG生 菌,ロ ウBお よび残渣で処置 した マウスに7.5

×106生 菌単位 のRavene1株 を尾静脈か ら注 入 して,
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8,20お よび28日 後に各群3匹 ずつ 屠殺 し肺 と脾の重量

お よび肺 の生菌数を定量 した◎

臓器重量の増加は必ず しも結核 に特異的 な変化ではな

いが,他 の疾病のない場合には結核性病変 と相関関係が

あると考え られ6)・りるので,臓 器重 量を病 変推移 の指標

とした◎

図2に 示す よ うに,肺 の重量は感染後 日を追つ て増加
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し,対 照群では28日 後には感染前の3倍 にお よん だ。

しか しロウBお よび残渣処置群では20日 以後増 加 は停

止 した。 一方BCG免 疫群では初期に高い値 を示すけれ

ども進行す る傾向は認め られなかつ た。 これはBCG免

疫処置に よつて肺にで きた顕微鏡的 な変化が感染時 にも

なお残つ ているため と考え られ る8)。

また脾 においては肺におけるほ ど著 しい差は認められ

なかつたが,残 渣処置群で初期か ら値 が高 く,ま た高度

な腹膜 との癒着 を認 めた(9例 中8例)◎ この原因につ

いては明 らかでないが,前 処置が腹 腔内に行 なわれてい

るので,血 行性 に作用 した とす るよ りも局所性に作用 し

た もの と考え られ る。 この癒着は感染 とは関係な しにお

こ り,他 の実験 では残 渣を0.5獅8腹 腔内に注入す ると

10日 後3例 中3例 に中等度 の癒着を認めた。

肺内生菌数の推移は図3に 示す ごとくで,8日 目では

各群の間で差はないが,28日 後に対照群では臓器10携g

あた り106ま で増加 しているのに反 して免疫 および菌体

成 分処置 群では20日 以後増加が なく28日 目で104生 菌

単 位であつた。

3。 モルモ ットに対する 揖ウBお よび残 渣の生物学的

活性

体重4008前 後 の雑系 モルモ ッ ト5匹 ずつをBCG免

疫,導 ウB処 置,残 渣処置 および対照群 とした◇BCG

免疫後4週 目,菌 体 成分処置は2週 間隔で2回 行ない,

第2回 目か ら2週 後に 「ッ」反応を行なつ た。 判 定1後

Ravene1株0.5携9を 右そけい部皮下に接種 した◎表2
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に示す よ うに,BCG免 疫お よび残渣処 置 群 に お い て

「ツ」反応 の陽性化が認められたが,ロ ウB群 では全例

陰性 であつた。 残 渣群におけ る硬結の直径 はBCG群 よ

りも大 きく,ま た3例 中2例 には中心 部に壊死 を認 めた。

残 渣群 で5例 中2例 が感染前に驚死 したが臓器 に著 明な

変 化はみ られ なかつた。感染後60日 目の生存率 で 防 衛

力を評 価する と,ρ ウBお よび残 渣はモルモ ットに対 し

て もBCGに 近い活性を有す るもの と考え られる。

考 察

結核菌の菌体成 分を用 いて宿主に抵 抗性 を与 えよ うと

す る研究については多 くの報告がなされ ているが,そ の

中 でもN合greg)あ るいはWeissお よびDubos!o)に ょ

つ て得 られた メタノール抽 出画分について多 くの業績 が

あ る。 しか しこの画分につ いて も両者の問に抽 出温度 の

不 一致がみ られ る し,ま た全 く活性がない とす る成績1D

もある。そ こで著者 らは結核 菌体脂質 を系統的 に分画 し,

マウスの生存 日数の延 長を指標 としてそれ ぞれの画分の

活性を調べた◎その中でク潔獄ホル ムお よび メタノール

に可溶な画分(ロ ウB),エ ーテル ・メタ ノール可 溶でア

セ トンに不溶 な画分(燐 脂質)お よび有機溶媒抽出残 渣

(残渣)に,こ のよ うな活性を認めた◇有機 溶媒 に可溶

な画 分は,組 成上NさgreやWeissお よびDubosの

画分に類似す るもの とも考 えられ るが,こ れ らの画分が

著 者 らの実験 条件 で活性 の認め られ ない(未 発表)こ と

か ら,活 性基 が全 く異 なるか,あ るいは活性基が共通で

あるな ら著者 らの得た画分は さらに精製の進んだ もの と

考え られ る◎Dubosら は乾燥菌体の10%と して得 られ

た メタノール抽 出画分についてさ らに分画を行 なつ てい
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るがコ2・13),活性は漸次不明瞭 となつて いる。著者 らもカ

ラム クロマ トグ ラフィを用 いて分画を試みてい るが,ロ

ウBと 燐脂 質画分の活性 が共通の成 分に よるか ど うかま

だ明らかで ない◎ また有機溶媒 に対 する溶解度 に よる分

画法に も問題があ ると思われ る。一方,残 渣 にもなおこ

の よ うな活性が認め られ ることはWeiss重4)やSmith1δ)

の成績 に もみ られ,本 報で も動物の生存 日数が延長 され

る ことを確 めた。 しか し調 製に よつては毒性 を示 して動

物 を無処置群 よ りも早 く発死せ しめる ことがあ り,ま た

生存 日数の延長を示す場合 でも動物 の腹腔臓器 に高度 な

癒着あ るいは他の群 よ りも高度な脾の腫大を認 めた こと

は,こ の画分に毒性物質が含まれ てい る16)ことを示唆す

る◎ さらに残渣には 「ツ」ア レルギ ー化活性 も認め られ

る し,ま た完全な菌 体の混 入 も否 定で きないので,そ の

作用 は一層 複雑 であろ う。 この画分にadjuvant作 用が

ある とい う成績粉 もあるが組成 の複雑性 か ら考 えて,さ

らに分画を行 な う必要があ る◎

菌体成分に よつて得 られた抵抗性が,結 核菌 の感染に

対 して特異的であ るか ど うかは今までに報告 さ れ た 成

績韮7・蒙8)から考えて疑問であ る。 この問題はBCG生 菌 免

疫の場合について も同 じである。そ こで菌体成分の作用

機 構を明 らか にす る手段 と してBCG生 菌の作用 との 比

較 を行 なつ た◎ まず マウスの発死 実験 でsurvivalcurve

をみ る と,BCG免 疫群 では 中間死 亡 日数の延 長がみ ら

れ るだけでな く,曲 線全体の勾配が緩やかに なるいわゆ

る第2相 型2)となる◎ しか し菌体成分処置群ではち よう

ど感染菌量を少な くした ときの よ うに中間死亡 日数が延

長 し,対 照群 の曲線 に平行 な線(第1相)と 第2相 の連

なつ た2相 曲線 となる。そ こで 中間死 亡 日数や30日 目

生存率19)で等 しい値 と して得 られ る両者 の間 にも作用機

構 の相違があ ると考え られ る。臓器 内結核菌の推移をみ

ると両者の間に著明な差は認め られないが,臓 器病変の

推移お よび発死 マウスの肉眼的所見を比較す ると,菌 体

成分処置群ではBCG生 菌ほ ど病変 の進展 が抑制 され な

い ことが認 められ る。 しか し菌体成分処置群 でも第2相

で驚死 した マウスで病変が軽度 であるこ とは,こ の時期

に なつて感染免疫が成立 した ことに よると考 えられ る。

したがつてBCG生 菌を用いた場合には菌体成分のみに

よつては得 られない宿主の防衛機転が作用す るもの と思

われ る◎

結 論

BCG加 熱死菌体 を中性有機溶媒で分画 して得 られ た

画 分の中で ロウB,燐 脂質 お よび残渣 に,マ ウスお よび

モルモ ットの結核菌に対す る抵抗性を高め る作用のあ る

ことを認めた。 さらに宿主体内におけ る感染菌の推移お

よび肉眼的な病変の推移か ら,菌 体成 分の処 置に よつて

感染菌の増加は抑 制され るが・結核性病 変の進展 は抑制
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さ れ が たい と考 え られ る。 ま た この よ う な 機 構 がsur.

vivalcurveの うえ に も現 わ れ る こ とを示 した 。
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  Effects of Constituents of Mycobacteria on the 

Resistance of Experimental Animals against 

Tuberculous Infection 

  There have been many experiments to induce 

tuberculoimmunity with constituents of tubercle 

bacilli. A summary of these results can be found 

in the review of Crowle, however, there has not 

been coincidence in results derived from these ex-

periments as to whether or not extracted bacillary 
constituents have such protective properties as living 

bacilli in tuberculosis, and it has also become a pro-

blem what difference in mechanism there is between 

acquired resistance induced by living bacilli and by 

chemical preparation. 

  In the present paper, bacterial cells were fractio-

nated according to the method of Asselineau with 

some minor modifications and protective activities 

of each fraction were measured by the mice survi-

val test. Moreover, the difference in response among 

the animals of BCG vaccinated, constituents treated 

and of the control following the challenge infection 

has been measured by the following procedures : 

1) comparing the extent of lesions in the organs ; 

2) enumerating the numbers of tubercle bacilli in 

the lung. 

 Fractionation method of bacillary constituents : 

Heat-killed BCG were extracted with ether-metha-

nol (1 : 1), and the extract was fractionated into 

acetone soluble fat and acetone insoluble fraction. 

From the latter, hot acetone soluble wax A and 

insoluble phosphatide were derived. The residue, 

extracted with ether-methanol, was fractionated into 

chloroform soluble fraction and defatted residue. 

From the former, methanol soluble wax B and inso-

luble purified wax were obtained. All soluble frac-

tions were condensed under reduced pressure and 

lyophilized, and insoluble fractions were dried in 

vacuo. 

 Protective properties of constituents in mice: Each 

constituent was dissolved or suspended in 7 parts 

of Bayol F, and then emulsified with 2 parts of 

Arlacel A and 1 part of distilled water. 

 Mice were injected by the intraperitoneal rout 

with 0. 5 mg. of each constituent in 0. 2 ml. of above 

mixture twice at intervals of two weeks. BCG vac-

cinated mice were given once O. 5 mg. wet weight 

of living BCG in 0. 2 ml. of saline, and non-vacci-

nated control mice were received adjuvant alone by 

the same way. All animals were challenged by 

the intravenous injection of O. 05 mg. of virulent bo-

vine tubercle bacilli, Ravenel strain, four weeks after 

the first vaccination. 

 The result presented in table 1 shows that the 

resistance of mice against tubercle bacilli has been



elicited by wax B, phosphatide and defatted residue 

in the same degree as that following the vaccination 

with BCG, when the acquired resistance is evalu-

ated by the survival time. At the autopsy of suc-

cumbed mice, as shown in figure 1, the number of 

mice which have numerous large  tubercles in the 

lung was more in the groups of wax A, acetone 

soluble fat and of the control than those of wax B, 

defatted residue and of BCG. 

  Numbers of tubercle bacilli and lesions in the 

organs of sacrificed mice : Three groups of 9 mice 

were vaccinated with BCG, wax B and defatted 

residue by the above method, and one group was 

injected adjuvant alone as the control. After the 

infection with O. 02 mg. of Ravenel strain, each 

three mice of each group were sacrificed on the 

8 th, 20 th and 28 th day, and the weight of the 

lung and the spleen, the number of tubercle bacilli 

in the lung were determined, and pathological chan-

ge of the lung was observed. 

  Twenty days after the challenge injection, many 

scattered large tubercles with necrosis were seen 

in non-vaccinated mice, on the other hand , a small 
number of tubercles were observed in BCG vac-

cinated mice, and their size was smaller and nec-

rosis was not visible in all of these mice . In the 
mice treated with wax B and defatted residue the 

pathological findings were intermediate. Remar-

kable changes were also seen in the peritoneal cavi-

ty, that is, severe adhesion of peritoneum was obser-

ved in 8 of 9 mice treated with defatted residue . 
  When the weight of the organs was adopted to 

measure the pathological change of the lung or the 

spleen, interesting figures were seen. The weight of 

the lung of BCG vaccinated mice was the highest on 

the 8 th day, and did not increased thereafter . Those 
of other three groups were lower than that of BCG 

group on the 8 th day, but afterwards increased 

gradually. In wax B and defatted residue groups, 

the increase of the weight of the lung was ceased 

on the 20 th day. On the 28 th day , the weight 
was highest in the control, lowest in the BCG group 

and intermediate in the wax B or the defatted resi-

due group. In the case of the spleen , the increase 

of the weight was highest in the residue group and 

lowest in the control group on the 8 th day , but in 

the latter the weight increased gradually until the 

experiment terminated. These values in BCG and

wax B groups were intermediate on the 8 th day 

and increased gradually, but this increasing trend. 

ceased on the 20 th day. 

 From the above results, the early increase of the 

lung weight in BCG group will be ascribed to the 

microscopic lesion produced by vaccination, and that 

of the spleen in defatted residue group will pro-

bably be due to the toxic effect of the constituent 

which was not extracted as cord factor and left in 

the residue fraction. The residue fraction displayed 

also an allergenicity as will be shown later, however, 

it was not yet ascertained that whether or not these 

two effects were brought from the same constituent. 

 The number of tubercle bacilli in the lung was 

determined by plating the homogenates of the remo-

ved right lung of sacrificed mice on the Ogawa's 

medium. As seen in figure 3, there was no remar-

kable difference between vaccinated and non-vac-

cinated group in the number of colonies recovered 

from mice sacrificed on the 8 th and 20 th day. In 

contrast, on the 28 th day the bacterial populations 

in mice vaccinated with BCG, wax B and defatted 

residue were smaller than those in non-vaccinated 

mice. 

 From these data, it is suggested that the protec-

tive effect of vaccination with bacterial constituents 

is also manifested in a retardation of multiplication 

of virulent tubercle bacilli in the lung just as in 

the case of BCG vaccination. 

Allergenicity of constituents in guinea pigs : The 

animals were vaccinated by the subcutaneous rout 

in the same way as the experiment in mice. Skin 

test was carried out four weeks after the first vac-

cination with 0. 1 mg. of Protein A (prepared by the 

method of Seibert) and the size of induration was 

measured after 48 hours. All animals were chal-

lenged subcutaneously with O. 5 mg. wet weight of 

Ravenel strain after skin test. At the time of 

death, the extent of gross diseases was estimated. 

 From the data of survival rate of guinea pigs 

(table 2), the best protection was afforded by BCG, 

and a little lower resistance was induced by wax 

B and defatted residue. Skin test showed that no 

appreciable hypersensitivity was developed in the 

animals vaccinated with wax B, while nearly the 

same level of skin hypersensitivity was induced in 

animals by treatment with the defatted residue and 

vaccination with BCG.



 In summary, the constituent extracted with neu-

tral organic solvent has been capable of eliciting in 

animal a state of increased resistance to  tubercu-

lous infection without any toxicity and skin hyper-

sensitivity. The resistance has also been elicited 

by the treatment with the residue, however, the

residue shows both toxicity and allergenicity. Pro-

tective effect of vaccination with bacterial consti-

tuents is chiefly manifested in a retardation of mul-

tiplication of virulent bacilli in the lung just as in 

the case of BCG vaccination, with a little inhibi-

tion of the lesion formafion.


