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   The significance of airborne infection method in measuring the degree of BCG immunity for 

experimental tuberculosis of guinea pigs was studied. This method was compared with the 

subcutaneous infection method under the same condition. 

   1. As shown in Fig. 1. guinea pigs were divided into eight groups, each consisting of 

four to six white male guinea pigs weighing  400-500 g. 

   One mililiter of the bacillary suspension prepared from dried BCG was inoculated 

subcutaneously into right abdomen in three degrees of concentration, such as, 1  mg/m/,  O.  1 

 mg/m/ and  0.01  mg/m/. The number of viable unit of the employed BCG was 2 x 107/mg. 

   As tubercle bacilli for challenge ten days' culture of Kurono strain in Dubos media was 

employed. The guinea pigs inhaled for thirty minutes the bacillary suspension previously 

adjusted to  O.  2  mg/m/ concentration by photospectrometer (Hitachi  EPO). 

   The number of bacilli fixed in the whole lung was 240 in average for each guinea pig. 

For the subcutaneous infection,  O.  2 mg of the same bacillary suspension as in the airborne 

infection was inoculated into left abdomen. The number of bacilli inoculated was  8.  5  x103 per 

animal. 

   2. Experimental result 

 2-1. Change of tuberculin allergy 

   As seen in Figs 2 and 3, tuuberculin reaction of the fourth and eighth groups which were 

inoculated with  O.  01 mg of BCG was weaker than that of the other groups, but after challenge 

with the virulent  tubercle bacilli the intensity of tuberculin reaction became almost the same 

in each group. 

    2-2. Macroscopic findings 

   Degree of macroscopic tuberculous findings of the internal organ was classified into ten 

grades. Sign of  1+ means  tubercles less than twenty, size of the  tubercles being also 

considered for evaluation.

* From Research Institute, Japan Anti-Tuberculosis Association, Kiyose-machi, Kitatama-

  gun, Tokyo, Japan.
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Sig捻softhelymphnodeinvolvementwerede負nedasfollows;1+wasswellinglessthan

lcmindiameter,2÷thatof1～2cm,3牽thatof2～3cm,and4÷wastheswellingmorethan

3cmindiameter.

Fig.4and5showthehistogramofmacroscopicfindings.BCGrevealedaremarkable

protectiveeffectforbothairb◎rneandsubcutaneouschallengeinfections.

Whilebythesubcutaneouschallengeinfection,thedifferenceinthedegree0fimmunity

bythein◎culateddoseofBCGcouldnotberevealed,intheairborneinfection,maαoscopic

加berculouschangeswere◎bservedtodecreasebytheinαeaseofimmunizingdoseofBCG.

2-3.Resultofcultivation0f◎rgans

AsshowninTable3,bothinairborneandsubcutaneousinfections,multiplicationof

bacilliforchallengewasremarkablycheckedbyBCGvaccination.

Inthecaseofairbomeinfecti0n,thedifferencei薮numberofbacilliinthespleenbetween

thegr◎upvaccinatedwithlmgandthatwithO.1mgwassignificantat5%1eve1,butamong

othergroupsnosignificantdifferencewasfo凱d,Whereasinthesubcutaneousinfectionn◎

significantdifferenceinthenumberofbacillii漁thespleenwasfoundamongallthegroups

tested.

2-4.Path0histologicalfindings

Thehistologicalexaminationwascarriedoutonthelungsofthegroupsoftheairborne

infection.Theprogressivelesionswerefoundineverygr◎up,butthelesionsofthe

vaccinatedgmupsweren◎tsosevereasthoseofthenon-vaccinatedgroup,

Thenumberoftuberclebacilliinthetissueinvaccinatedgro叩swassignificantlyless

thanthatofno獄 一vaccinatedgroup.

3,Conclusion

Thesigni且canceoftheairbome耳nfectionastheinfectionmethodwasstudiedinorderto

seethedegreeofimmunitybyBCGusingguineapigs.Theresultofthesubcutaneous

infectio蹴wascomparedwiththatoftheairbomeinfection.

Bytheairbomeinfectionthepathologicalchangesweretheseverestinthelungs,andin

thecaseofnon-vaccinatedgroupsthepathologicalchangeswereveryseverenotonlyintheガ
lungsbutalsointhespleenandtheliver.Invaccinatedgroupsevenbyvaccinationwith

O.01mgofBCGtheinvolvementofthespleenandtheliverwasslight .Byincreasingthe

doseofBCG,themacroscopictuberculous且ndings,especiallythoseofthespleenandthe

liver,weredecreased.Therewasasigni丘cantdi丘erencebothin～/spleenindexbetweenthe

groupsi獄oculatedwjthO・1mgandO・01mgofBCG,andintheresultofcultivationofspleen

betweenthegroupsinoculatedwithlmgandO.1mgofBCG.

Althoughinthesubcutaneousinfectionasigni且cantdifferencewaspr0vedbetween

vaccinatedgroupsandnon-vaccinatedones,amongthevaccinatedgroupsthedegreeof

immunitycouldnotbedifferentiated.

Fromtheaboveviewpointstheairbomeinfectionisconsideredtobeausefulmethodfor

examingthedegreeofimmunity｡

i、 緒 言

結核免疫 の形成 さ らにそ の程度を知 るためには免疫後

の動物に有毒結核菌 を感染 し一定期間後の肉眼所見,病

理組織学的所見,臓 器培養等に よ り判定す る｡判 定 の方

法あ るいはその方法の評価についてはす でに多 くの報告

が あるが1)～4)感染方法 ことに吸入感染法に よ り結核免疫

をみた報告は少ない5)～8>｡一般に感染方法 としては モル

モッ トでは皮下,時 として筋肉内,静 脈内感染法が用い

られ る｡し か しこれ らの方法では感染菌の皮下感染局所

滞留,非 特異反応等に よ り免疫の強弱一い まこれ免疫度

とよぶ一を正確に把握 し うるか否か不明である｡免 疫原
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にBCGを 用いた とき,免 疫度はある範 囲 内 ではBCG

接種量 と関連す るのではないか とい うことは概念的には

考え られ る｡し か し皮下感染法 でみ ると必ず しも接種免

疫原量に応 じた結 果を示 さずBCG接 種量が多かろ うと

少なか ろ うと上述の判定法 でみ るか ぎ りBCGに よる免

疫度はほ とん ど変わ らぬ とい う知見 もあ るが9),こ れ は

感染方法が皮下 のため真 の免疫度を正 しく表現 していな

いのか もしれない｡そ の点 自然感染法に最 も近 い吸入感

染法を用いれば肺が感染局所 とな り他臓 器への進展阻止

の程度等か らBCG接 種量に よ り免疫度に差 があること

を知ることがで きるか もしれない｡そ こでモル モッ トを

用いBCG量 を3段 階にわけ接種 し一定期間後に強毒結

核菌を吸入感染 法によ り感染 しさ らに一定期間後の肉眼

所見,臓 器培養成 績によ り免疫度がBCG量 に応 じた結

果を示すか否か を検討 した｡な お対照感染法 として皮丁

感染法を用い比較 した｡

2.実 験 方 法

(1)実 験群を8群 に分かち各群4～6匹 の体重400

～500g白 色8モ ルモ ッ トを用いた
｡

(2)免 疫 賦与菌 として凍結乾燥BCGを 用いた｡滅

菌蒸留水に より2mg/ml,O.2mg/ml,O.02mg/mlの

菌液をつ く り2,6群 には1mg(2mg/mlの0.5ml),

3,7群 には0・1mg(O・2mg/mlのO.5ml),4 ,8群 に

は0・01mg(O・02mg/mlの0・5ml)を 右 腹壁皮下に接

種 した｡1,5群 は無処置対照群 とす る｡使 用BCGの

生菌数 は2×107/mgで あつた｡

(3)感 染菌 の調製

強毒結核菌黒野株 のDubos培 地培養10日 菌 よ り比

濁に よ り0・4mg/mlに な るよ う菌 液 を つ くる｡こ れを

2倍 に うす め0.2mg/mlと し吸入感染用に用 いた｡ま

た0・4mg/mlの 菌液のO.5mlを 皮下感染 用 として左

腹壁皮下に接種 した｡i接 種菌数は8.5×103で あつた｡

したがって吸入感染用菌液 の 濃 度 は8.5×103/mlで あ

る◎

特殊吸入感染装置14)を用い吸入時間は30分｡吸 入感

染3時 間後に3匹 を殺 し肺の一部を培 養 し吸入菌数を推

算 した ところ1匹 につ き平均240コ であつた｡

(4)実 験計画

図1に 示 した｡BCG接 種 後6週 目に黒野株を吸入ある

いは皮下感染 し,さ らに4週 後に殺 し肉眼所見 ,肺 重,

脾重をはか りさ らに肺,脾 お よび局所 リンパ節(吸 入感

染 のときは気管 リンパ節,皮 下感染の とぎは左膝へ き リ

ンパ節)の 一部 を培養 し臓器内生菌数 をみた｡ま た組織

標本をつ くり病理組織学的変化をみた｡

なおBCG接 種前,有 毒菌感染前,殺 前 に100×OT

で ツ ・ア レル ギーをみた｡
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Fig.1.ExperimentalScheme
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(1)ツ ・ア レルギ ーの変動

図2,3に 示 した｡

BCGO・01mg接 種群のツ反応は他の2群 に比 しやや

弱 いが感染に より,いずれの群 もほぼ同 じ強 さになつた.

(2)剖 検時 の所見

内臓の肉眼所見は今回は便宜上10段 階 に分け病変の

判定基準は1十 は結節数20と し結算 の大 きさを加味 し

た｡こ れは吸入感染における肺 の変化が強 く従来 の佐藤

Fig.2. ChangeofTuberculinAllergy

-Airborneinfection_
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Fig.3.ChangeofTuberculinAllergy

-Subcutaneousinfection_
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Fig.5.MacroscopicTuberculousFindings

byAirborneInfection

氏法に よる判定基準 では,実 体 と病変指数 とを対比 させ

るこ とが 困難 であつたか らで ある｡

リンパ節 の変化は 直 径1cm以 内を+,1～2cmを

2十,2～3cmを3十,3cm以 上を4十 と した｡

肉眼所見 を ヒス トグラムに よつて 図 示 す ると図4,5

の ようにな る｡

図にみ るよ うに皮下感染法では対照群 とBCG接 種群

には著 明な差が あるがBCG接 種群間には差がみ られな

い｡こ れに対 し吸入感染法ではBCG接 種量が増加する

に伴い内臓 の変化は次第に減弱す る傾 向を示 した｡

次に各群 の体重,肺 重,脾 重,Vspleenindexlo)の

平均値 を一覧表 とし表1に 示 した｡

Vspleenindexに ついては各群間 の統 計 学的 有意差

の有無を検定 した｡表2に 示す ごと く吸入感染群では無

処置対照群の1群 と2,3,4群 との間に危険率1%以 下で

有意差を認めた｡BCG接 種群では3,4群 間に5%以

下の危 険率で有 意差 を認めたが,そ の他 の群間には有意

差を認めなかつた｡

これに対 し皮下感染群 では対照群 の5群 と6,7,8群 と

の間には1%以 下の危険率で有意差 があつた

がBCG接 種群問には有意差 を認めなかつた｡

(3)臓 器還元培養 成績

肺,脾,局 所 リンパ節の還元培 養を行なつ

た｡結 果を表3に 示 した｡

吸入,皮 下いずれの感染 方 法 に よつても

BCG免 疫群は非免疫対照群に比 し有 意 差を

もつて菌の増殖を阻止 した｡

BCG免 疫群間についてみ ると吸 入 感染 の

場合,脾 にお い てBCGlmg接 種群 と0.1

mg接 種群 の間に5%以 下 の 危 険 率で有意

差を認めたが他の群 間に有 意差 を認めなかつ

た｡こ れに対 し皮下感 染ではBCG接 種量 の

増加に伴い菌の増殖が より強 く阻止され ると

い う結果はみ られなかつた｡

(4)病 理組織所見

吸入感染群の肺の組織 標 本 をつ くりBCG

の免疫効果をみた｡

病 巣のひろが り,最 大病 巣の大 きさか らみ

ると各群 とも進行性病変をつ くつているが,

BCG群 では対照群におけ るごとく,融 合 し

た大 きな病変が少な く,ま た中心壊死を伴つ

た病変はBCG群 においては対照群における

ほ ど,著 明ではなかつた｡し か しBCG接 種

群間には差はなかつた｡肺 組織内菌所見につ

いて も対照群では多数の菌がみ られた｡BCG

接種群では対照群に比 し,明 らかに菌数は少

なかつたが群間の差はほ とん ど認め られなか

つた｡



1967年12月 509

Tablel. MeanValueofGuineaPigswhichwereKilledafterthe

AirborneortheSubcutaneousChallenge

Airb◎rnechallenge Subcuta霊e｡uschallenge

Group 1 2 3 4 戸
ひ 6 7 8

Weightofbody(g)

WeightofIung(9)

Weightofspleen(g)

》Spleenindex

593.4726.0699.2675.0

土34.6土49.2土78.3土70.0

15.111｡111.111.7

ゴ=3.6土3.1土3.3土1.7

3.41.11.01.3

土1,6土0.3土0.2土0.2

0.740.390.370.43

土0.19ニ ヒO.05土O.02土O.05

606.7756.0797、5732.5

土96.1±86.5±74.1土37.3

5.35.46.35.7

土O.7=ヒ1.0土1.3土1.5

3.70.9L40.9

土1.7土0｡2土O,6土0.2

0.780,340｡420.35

土O.17土O.05土O.08±0.05

Table2. AnalysisofStatisticalSignificance

ofSpleenindex
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4.考 察

BCGに よる能動免疫の強 さは接種す る抗 原 量に相 関

す るものであ ろうか｡抗 原量が多 くなれば,そ れに応 じ

て抗体量 も多 くな り有毒菌攻撃 に対す る感染防御力 とし

て示される免疫度に も差 が出て くるであろ うとい うこと

は免疫の本質が細胞性か体液 性かあるいは両者の共合 し

たものか不 明であ るとはいえ,十 分推測 し うるところで

ある｡し か しい ままでの攻 撃方法 としては モル モヅ トの

場合,皮 下感染法が常 用され てお り,これに よる とBCG

接種量 の大小 にかかわ らず表現 される免疫度には大差な

い ことが報告 されている9)｡

本 実験 において も皮下感染においてはBCG免 疫群 と

非免疫群 の間には肉眼所見,Vspleenindex,肺,脾 の培

養成績 いずれの面か らみて も有意差 があつたが1,0ユ,

O.01mg3段 階のBCG接 種量の差 によつ ては免疫度に

有意差 はみ られなかつた｡本 実験に用いたBCGの 生菌

数は20×106/mgで あるか ら0.01mgは20×104に 相

当 し菌 数 としてはかな りの大量 と考 えて よいので産生 さ

れ る抗体量 もBCG接 種6週 後には100倍 量にあた る20

×106接 種に よる抗体量 と大差な くな るとい うこ とが考

え られ る.BCG接 種量を どこまでへ らす と皮下感染に対

す る免疫度に有意差が出て くるかを知 ることは,能 動免

疫 の形成機序を推察するた めに も興味あ る課題 であろ う｡

吸 入感染は肺が感染局所 であることが皮下感染を含め

他 の感染方法に よる病変 の生成,進 展 と様 相を異にす る

最大 の要因である｡

肺結核症の発生,進 展を実験的にみるた あには結核菌

感染が経気道的に行なわれ る以上,吸 入感染法が感染方

法 として最 もよい方法であることは明 らかであ り,吸 入

感染法による実験結核 症につ いて もすでにい くつかの報

告がある塒～粉｡

しか し免疫度を測定する ときの感染方法 として吸入感

染は適 当であろ うか｡吸 入感染法に よる免疫度 測定 の理

論的背景を列挙 してみよ う◇

(1)肺 が感染局所であ り,菌 は ある期間,肺 に滞留

Table3.NumberofBacilliinlmgofEachOrganattheF◎urthweekafterChallenge

Vacciaatioa Noae
BCG

i

None
BCG

1mg 0.1mg 0.01τn9 1粗9 0.1mg 0.01mg

ChalleAge Aiτbome Subcuta難eous

Viablecounts

Lung

Spleen

Regi◎nallymphnode

9,700

5,350

2,500

63104

0.93

133140

170

7

300

350

780

440

OO｡12

180.118

118117250

Nロmberi獄dicatesmeanofrecoveredbaci玉1ifromguineapigso£eachgroup.
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す る｡し たがつ て免疫が ある個体では,そ の間に抗体を

もつ食細胞 の湧 出等に より菌 の増殖 を阻止す る環境がつ

くられるが逆 に抵 抗性 のない場 合は菌 に とつ て,む しろ

増殖に都合の よい場所 となる｡

(2)吸 入感染では皮下接 種におけ るように感染 局所

に おいて菌が体液 と接触す ることが最初 の うち は少な

い｡し たがつて早 期に リンパ行性 あるいは血行性に菌が

定着部位以外に,運 ばれる割 合が少ない｡

(3)吸 入感染では菌の他臓器への進展,増 殖 は肺 で

ある程度 菌が増殖 したあ とで起 こ り,抵 抗性の有無に

よつて非常な差が ある◎

(4)吸 入感染で は静脈 内感染にみ られがちな非特異

反応や再感染に よるアナ ヒラキシー シ ョックの ごとき

現象はみ られない｡

本実験成績か らみ ると吸入感染法を用 いた場合 は臓器

肉眼所見でBCG接 種量増加に伴い病変が次第 に減少す

る傾 向を示 した｡し か し肉眼所見は完全に客観的 とは言

いが た い の でVspleenindexで 比較 した ところ,BCG

O・1mgとO・Olmg接 種群間に有意差 を認めた｡

次に臓器の還元培養 では吸入感 染では肺,脾,局 所 リ

ンパ腺いずれにおいて もBCG接 種量が多 いほ ど生菌数

は少な く,脾 においてBCGlmgと0.1mg接 種群間

に統計学的に有意差を認めた｡こ の点皮下感染法に よる

成績 とかな り相違す る｡

吸入感染群について病理組織所見 を み た ところBCG

接種群 は非接種群に比 し中心壊死が軽かつたが還 元培養

成績 にみ られるほ ど著 明な差はなかつた｡ま た接 種群 間

には差 がみ られなかつた ことな どか ら考え,組 織所見 は

免疫度の測定法 としては適 当な指標 とは考え られない｡

ともあれ感染防御力がBCG接 種量に比例す るもので

はないに して もなん らか の関連が あること は 推 測 で き

る｡本 実験では皮下感染法ではBCG免 疫度を測定す る

ことはで きなかつたが吸入感染法では ある程度,測 定可

能であつた｡感 染菌量,感 染か ら剖検 までの期間,感 染

菌株 の毒力に よつて免疫度をさ らに正確 に知 りうる可能

性 もあ る｡

5.ま と め

モル モ ッ ト実験結核症に対するBCG免 疫度 を測定す

るため の感染方法 として吸入感 染法の意義 につ き検討を
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加 えた｡対 照感染法 として皮下感染法 と比較 した｡

吸入感染法 では肺 の所見が主 でBCG非 免疫群は肺の

みな らず脾,肝 の病 変 も強かつた｡BCG免 疫群はBCG

O.01mg接 種 で も脾,肝 へ の進 展 は 軽 度であつた｡ま

たBCG接 種量が多いほ ど肉眼所見,こ とに脾,肝 の病

変が軽微 となつた｡客 観的指標 で あ る 》spleenindex

ではBCGO.1mgと0.01mg接 種群に,臓 器 還元培

養 ではBCG1mgと0.1mg接 種群に統計学的に有意

差 を認 めた｡

これに対 し皮 下感染法ではBCG接 種群 と非接種群 と

の間には,明 らかな差 を認めたがBCG接 種群間では感

染防御力に差を認めなかつた｡

以上の所見か らBCG免 疫度測定のための感染方法 と

して吸入感染法は有用であ ると考え られる｡

本実験遂行にあた り,ご 鞭錘 と論文の こ検閲をいただ

いた岩崎所長に感謝 します｡ま た病理組織所見に労をわ

ず らわ した工藤賢 治博士,終 始実験 の実務を忠実に果た

していただ いた高橋 テル技師に謝意を表 します｡

なお本論文 の要 旨は第42回 結核病学会 において発表

した◎
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