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Thetreatmentoftuberculosiswithcertainheterologousbacterialsubstanceswastriedfor

thefirsttimeaboutfortyyearsagobySusumuNukadaandhisco-workers,experimentally

andclinically.

Theydemonstratedthatthecourseofexperimentaltuberculosisinrabbitsandguineapigs

wasfavorablyinfluencedbysubcutaneousinlectionsofverysmalldosesofheated-killedtyphoid-

gonococcalvaccineatweeklyintervals.Later,theantituberculousresistanceofguineapigs

andmiceinoculatedwithamixedautolysateofthesaidbacteria(Heterosate)wasfoundtobe

greaterthanthatoftheanimalsvaccinatedwiththebacteriathemselves.

Inthisstudy,themethodofadministration(pretreatment)wasinvestigatedwithmice,

mainlywithregardtothefollowingthreepoints:doseoftheautolysate(concentration),route

ofinoculation(subcutaneous,intravenous,intraperitonea1),andkindofimmunogen(heated

vaccine,autolysate-supernatant,autolysate-sediment).

CulturesofN.gonorrhoeaeandS.typhiwereseparatelysuspendedinsteriledistilledwater,

killedbyheat(heatedvaccine),incubatedat37。Cfortendayswithoccasionalshakingby

hand.Thenthesuspensionwascentrifugedfor30minutesat10,000rpm,andthesupernatant

(autolysate)wasusedforthepreparationof"Heterosate",whichwasmadebymixing3volumes

ofgonococcalandlvolumeofS.typhiautolysate.

Inthepresentexperimentswereusedthisoriginalsolution,10timediluted,and100time

dilutedsolution,thesedimentsofeachsuspensionaswellastheheatedvaccine.

MiceofCF-1andddYstrainsatthe4thweekofagewereinjectedwitheachsubstance,

threedosesbeinggivenatintervalsoffivedays.Atthe10thdayafterthethirdinoculation,

agivenamountofM.tuberculosishominisstrainKuronowasinjectedintravenously.

Studiesweremadeonthesurvivalrateofthemiceattheendofthe3rdweekafter

infectionandtheirsur、 ・ivaltimeincomparisonwiththoseofthecontrols.Theresultswere

summarizedasfollo、 、・s:

1.Theenhancementofantituberculousresistancewasmostremarkableinthemice

pretreatedwith10timedilutedsolutionoftheautolysate・Thedefensi、'epowerofthemice
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vaccinatedwiththeoriginalsolutionwaslessprominentthanthatofanimalstreatedwith10

timedilutedsolution,althoughthevaccinatedmiceshowedlongersurvivaltimethanthe

untreatedcontrolsinthisexperiment(Table1).

2・Concerningtherouteofvaccination,theintravenousinjectionoftheautolysateseemed

togivestrongerresistanceagainsttuberculousinfectionthansubcutaneousorintraperitoneal

treatment,butthedifferencesamongthemwerenotsignificant(Table2).

3.Theautolysate-supernatantincreasedantituberculousresistanceofmicemoremarkedly

thantheheatedvaccineofthebacteria.

AstoN.gonorrhoeae,notonlyitsautolysate-supernatantbutalsothesedimentsshowed

thesaidresistanceenhancingaction(Table3).

マウスの結核菌感染実験についての詳細 な 研 究 が,

1948年Raleigh&Youmansi)2)に よつて発表されて以

来,盛 んにマウスを結核化学療法剤のスクリーニングや

感染防御実験にも用いるようになり,染 谷3)も 適切な系

統を選ぶことにより免疫実験 もまた可能であると報告し

ている。

近年,異 種細菌およびその菌体成分による結核菌感染

に対する抵抗性の変動について4)5),ま たBCG免 疫 に

よるグラム陰性菌感染に対する抵抗性の変動6)7)な どに

ついての研究が多くみられ,免 疫学上特異的抗体あるい

は非特異的な要因についての研究も報告されているが,

実 験条件ない し判定方法の選択により,そ の解釈や結論

にかな り相違がみ られる。

ヘテロザー トは リン菌 とチフス菌か ら作られ た も の

で,こ れら結核菌以外の異種細菌を用いて結核菌感染の

予防ならびに治療を行なう試みは,す でに40余 年前額

田脅 ら8)によつて始め られ,17種 の病原菌ワクチソで前

処置 したとき(主 としてウサギ,モ ルモッ ト),こ れ ら

と互いに異種の病原菌感染に対する抵抗性は,Zimmer9)

のい う異種特異的heterospecificな 関 係にあることを見

出している。結核菌感染に対する抵抗性はリン菌および

チフス菌の混合ワクチンによつてとくに増強 し10),さ ら

に両菌種の混合自己融解液(ヘ テロザー ト)で 前処置す

ると,よ りいつそ う抵抗性の増強することを 確 か め た

(モルモット)11)。その後ヘテロザートの10倍 希釈液で

マウスを前処置することによつて,同 様に抵抗性の増強

をみている12)13)o

今回はマウスを用いてヘテロザー トで前処置を行なつ

た場合の抵抗性増強作用を測定するための実験 条件の う

ち,(1)接 種量,(2)接 種経路,(3)免 疫原の3点 につ

き検討を行なつたので報告する。

実 験 方 法

(1)実 験動物

すべてマウスを用いた。CF-1系 は 嚢大医科研より,

またddY系 は船橋農場より求め,そ の後額研で継代繁

殖飼育したもので,実 験にさいしてはできるだけ幼弱マ

ウス(生 後4週 齢。離乳直後のものて体重13g±3)に

前 処置を開始するように心がけた。

(2)前 処 置試料

(i)ヘ テロザー トの製法。従来より額研で行なつて

いる方法11)によ り,ま ず リソ菌とチフス菌のそれぞれの

培養菌体を滅菌蒸留水で1mg/mlの 菌 浮遊 液 と し,

53。C1時 間恒温槽にて加熱殺菌を行なつた。 その 後毎

日朝夕振盈しながら10日 間 フラン器内に放置 した後,

30分 間(10,000rpm)遠 心 し,そ の上清液を リン菌融

解液3:チ フス菌融解液1の 割合に混合したものをヘテ

ロザー ト原液 とした。

(ii)ヘ テロザー トに用いた菌株および培養。菌株は

すべて医科研より分与され額研にて継代保存しているも

のである。 リン菌ぽG株N株 ,清 島株,実 方株の4株

で,凍 結乾燥保存しておき,必 要に応 じて馬血液寒天培

地に2～3代 継代培養 し,そ の後同培地に370C48時 間

培養 した菌を用いた。チフス 菌 は0901,T58,T12,

Watsonの4株 をCookedMeat培 地 に継代保存 し
,普

通寒天培地に24時 間培養し,秤 量 した。

(3)攻 撃菌および攻撃方法

攻撃菌はいずれも人型結核菌黒野株で,Dubos液 体培

地の7日 間培養に適当量の同培地を加えて,0.2～0.4ml

に黒野株の0・5mg(正 常 マウスを3週 間以内にすべて

死亡させ る菌量)を 含むように調製し,こ の量を各マウ

スの尾静脈から攻撃感染 した。

(4)感 染実験 と観察方法

各試判を0・1mlず つ5日 ごとに3回 、1三射し(対 照群

は生食を同様に),最 後の前処置より10日 目に結核菌の

一定量を尾静脈より攻撃感染した
。実験1は 接種量につ

いて・実験2ば 接種経路について・また実験3は 免疫原に

ついて検討し,同 一実験を少なくとも3回 くり返した
。

動物は5日 ごとに体重を測定し,菌 感染3週 後まで生死

を観察した。各群ごとに生残率・平均生存 日数(3週 観
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Table1.ProtectiveEffectofPretreatmentwithHeterosateinVariousDosesonMice

lI
」21-day

Mate「'a's(恥 ㎞sate)離 罷 蜘
7

%Survivorsatdays
afterchallenge

14

MeanSUrVivaltime

21!。 翻 認 懸 ・)

Originals・luti・niO/gi100188.90i14.9(13.9-15.8)

Diluted・.10…5/101・00190.050.Oii8.7(16.6-20.8)

Diluted1:10012/gI100188.9122.2
、16.3(14.1-18.5)

㎞ 翻 磐d

i・/gl…{・i・li2・ ・
*Survivaltimeofsurvivorsonthe21stdaywascountedas21days

.
瓦峯

℃hangeinth。b。dyw。ight(9)・ ・

Ontheday・10daysafter

ofchallengelchallenge

+(8.4土1.9)!+r5.7土3.8)

十(12・3土1・4)1十(12・3土1・3)

十(11.7±1.4)十(9.6±1.9)

一}一(10.6±1.2)十(8.5土1.7)

Changescomparedwiththeweightatthestartofpretreatment(95%confidencelimits).

Table2.ProtectiveEffectofHeterosateGiventhroughVariousRoutes

Routes
21-day

survivors/No.
challenged

　
Subcutaneous6/10

1ntravenous6/9

1ntraperitoneall4/10
　

Non淵 継ted・/・ ・

%Survivorsatdays
afterchallenge

71421

IMeansurvivaltime
,Changeinthebodyweight(9)**

1翻 熱 ～臨)}一認 職 二鵬 麟 ・
10090.0

10088.9

10070.0

100 40.0

60.0

66.6

40.0

0

18.5(16.0-21.0)1十(9.0±3.2・ 十(10.4土2・1)

19.1(16.7-21.5)十(6.9±2.5、 十(8.0±2.8)

16・9(・4・2-・9・6)1+(9・3土2・4)1+(9・5土1・8)

13・5(13・0-14・0)汗(3・2±2・5/+(4・8土2・7)

ホSurvivaltimeofsurvivorsonthe21stdaywascountedas21days .

嵩率Changescomparedwiththeweightatthestartofpretreatment(95%con五dencelimits)
.

察で生残したマウスの生存 日数は21日 として計算 した)

を求め,さ らに前処置群と対照群との差をX2試 験にて

検定を行なつた。生残マウスは剖検 し,結 核菌感染を確

かめた。剖検は,岩 崎ら14)に従 い軽 くエーテル で麻 酔

し,四 肢を固定して,腋 窩動脈を切断 し出血 致 死 せ し

め,肺,肝,脾 の肉眼的所見を観察し,ATSの 基 準15)

に従つて病変度を判定した。 と くに実験3はtorsion

balanceを 用いて臓器重量(mg単 位)を 測定した。

実 験 結 果

実験1:接 種量について。マウス(ddY系,6・ ♀,

使用総数219匹)を4群 に分け,第1群 はヘテロザート

原液で,第2群 はヘテロザー ト10倍 希釈液で,第3群

は100倍 希釈液,そ して第4群 は対照 として生食液のそ

れぞれで上述のように0・1mlず つ3回 前処置をした。

菌感染3週 後までの体重の推移,平 均生存 日数,生 残率

をTable1に 示 した。表に示すごとく原液群 はすべて

死亡しているが,10倍 希釈液群では生残率50%の 防御

力を与えてお り,ま た100倍 希釈液でも生体に作用 し,

10倍 希釈群よりははるかに低いが22・2%の 生残率を示

している。10倍 希釈群と対照群の生残率は5%以 下の

危険率で有意差であつた。また原液群は生残率では対照

群と同じく全て死亡し0で あつたが,平 均生存 日数はや

や延長している。

体重の推移は第2群 の10倍 希釈群がいちばん増加の

傾向を示 したが,原 液群は対照群よりむしろ減少の傾向

を示 した。

生残マウスの臓器,と くに肺の肉眼的所見はいずれも

かな りの肺病変度(N.TA・+4)を 示 したが,各 群の間

には明らかな差異はなかつた。

実験2接 種経路について。ヘテロザー トの10倍 希

釈液を皮下,静脈内,腹 腔内の3経 路で接種し,1群 は対

照 とした。すなわちマウスを4群 に分け(CF-1系.6・

♀,使 用総数295匹),そ の各経路による前処置を3回

行ない,菌 感染3週 後まで観察し,そ の経過をTable2

に示 した。

体重の推移は必ずしも生残率と平行しないが.処 置群

と対照群の間にはかなりはつきりとした差を認めた。

生残率については静脈内接種が66・6%,皮 下が60%,

つ いで腹腔内40%の 防御力を与えることを認め,ま た

平均生存 日数はそれぞれ静脈内が17・2日,皮 下群18.9

日,腹 腔内16.9日 であり,3者 間の有意差は認められ

なかつた。

実験3:免 疫原について。マウス(ddY系,6・ ♀,

使用総数229匹)を7群 に分け,そ れぞれ異なつた免疫

原で前処置を行なつた。 リン菌ぱNG20葎,チ フス菌は

0901株 を用い,ヘ テロザー ト製造の場合 の 加熱操作ま

ですませた各ワクチンと,さ らにそのそれぞれを10日

間自己融解した液の上清と沈渣,す なわち計6種 類の免

疫原を6群 の動物にそれぞれ用い,他 の1群 ば対照 とし

て生食液で前処置した。ただし自己融解液沈渣は自己融

解液を遠心して上清を分離し,さ らに滅菌蒸留水で3回

同様に遠沈洗源し,原 量の生食液に浮遊 した もの で あ

る。いずれの場合も滅菌生食液で10倍 希釈し,マ ウス

の背部皮下に注射 した。各群の菌感染3週 後までの体重

の推移,平 均生存 日数,3週 目の生残率および生残マウ
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Table3.ProtectiveEffectofPretreatmentPreparationfrom

N.gonorrhoeaeandS.typhionMice

1夕6survivors

21-dayiatdaysafter「Meansurviva1

　 :灘凱岬iデ1懲罵
Changeinthe
bodyweight(g)韓

Organweight(mg)
Specificorgan

weight事 艸

N.gonorrhoeae

1)Heated-
vaccine

2)Autolysate-
supernatants

3)Autolysate-I
sediments

S.typhi

4)Heated-
vaCClne

　
5)Autolysate」

superllatants、
　

6)Autolysate-I
sedimentsl

Non-vaccinated
controls

0/10

6/10

2/9

2/9

5/10

0/8

0/9

1…1

…lg…1・(15.713
.4--17.0)

…i…16…(、,
.19:1、.4)

i16
。0100100122

.21(13
.8-18.2)

100 100 22.2

10090.σ50.O

l
10050.dO

lOOIOlO

116.4　1(14.1-18.7)

19.1

朧 農薩 叢 ㎞nglLiverlSpieen'LungiLiv・T--ISpieen

(17.9-21.7)1
14.3t

i(12・1-16・5)・

112.0

}

+(11.3

土0.7)

+(14.8

土1.2)

+(6.6

土1.3)

+(9.5

土1.9)

+(9・41

土0.7)

+(13.4

土1.4)

+(4.i'1

土2.1)

+(7.5

土2.6)

+(14.sl+(12.5
1

土1.6)

+(12.3

土3.1)

+(10.6

土0.8)

土1.9)

+(9.6

土1.6)l

I+(8 .5

土1.9)

559

614

567

618

1791

2464

1955

2189

!

t-}一

,1
・

48013.038.952.69

11
69412.6110.53.65

52212.84
1

5182.72

9.752.6

9.512.22i

ホSurvivaltimeofsurvivorsonthe21stdaywascountedas21days
,

艸Changescomparedwiththeweightatthestartofpreparation(95%con丘dencelimits) .

纏*Specificorganweight=organweight(g)/bodyweight(g)×100

スの臓器重量,お よびその体重に対する比係数をTable

3に まとめた。

体重は菌感染後10日 目より減少 しは じめ,生 残率の

高い群ほど体重の減少の割合は少なかつた。

次に生残率をみると第2群 は60%,第5群50%の 防

御力を与えてお り,自 己融解上清群のほ うが加熱 ワクチ

ン群より明らかに抵抗性増強作用の強いことを示 してい

る。また リン菌融解液の沈渣群は22.2%で,そ の上清

液群に比し効果は弱いが明らかな防御力が認められた。

しかしチフス菌の沈渣群には,こ のような作用は認めら

れなかつた。

また平均生存 日数は生残率の傾向と一致 している。肺

の病変度はすべてNTAの+4に 相 当 し,各 群の間の

臓器所見,重 量,比 係数などには一定の傾向は認められ

なかつた。

考 案

近年均一系マウスの普及に伴い,結 核菌感染に対し感

受性が高 く,ま たきわめて均一な生存期間を示す系統が

明らかにされ,染 谷 ら3)はCF-1,dd系,C57BL/6な

どは十分に結核感染実験に用い うると主張 している。

今回のわれわれの一連の実験では,CF-1お よびddY

マ ウスを主として用い,ddDお よびC57BL/6(医 科研

より分与)も 一部使用した。CF-1お よびddYマ ゥス

は,前 述のごとく額研にて継代飼育繁殖 し,離 乳 直後

(生後4週 齢)の もので,生 後 日数,性,体 重をできる

だけ揃えて使用するようにつとめた。

すでに額研の宇津宮ら12)は,マ ウスを用いてヘテロザ

ー トが結核菌感染に対する抵抗性増強作用を有すること

を報告している。すなわちヘテロザー トの10倍 希釈液

0・1mlを 隔 日に皮下接種(計3回)し,最 後 の 注射よ

り10日 目に強毒のH37Rv(あ らか じめマウスを4回 通

過した菌)を 用い,正 常マウスの大部分が感染後21日

以内に死亡する量を静脈内に攻撃感染 し,そ の生存日数

と肺の所見を比較観察するのが適当であるとしている。

また前処置 より菌感染までの期間については,前 処置後

5日 目の感染群 より10日 目に感染 した群のほ うが肺病

変度の軽いことを報告している。マウスの実験結核症に

対する抵抗性の測定指標として生残率,攻 撃後の生存日

数,臓 器内の生菌数,肺 病変度などが用い られるが,こ

れ らは前処置に用いる試料な どに よつてもかな り左右さ

れるので,こ れ らの方法の選択如何によつて感染防御効

果に関して,多 くの異なる意見が出ていることに留意し

なければならない。結核免疫実験によく用い られている

Youmansら16)の 方法では,一一定の方法で前処置(腹 腔

内)し,4週 目に感染し,そ の後30日 以上生存したマ

ウスの百分率を対照群と比較 して判定を行なつている。

今回報告するわれわれの判定は,菌 感染3週 後の生残

率と平均生存 日数を主な指標 とした。マウスの結核症の

実験終了の時期を何時にするかは,そ の実験の目的によ

つて異なるが,わ れわれは宇津宮の方法に従い菌感染3

週後 とした・それは短時 日にヘテロザー・トの効力を判定

する必要があ り,ま た菌感染3週 後では感染結核菌の免

疫の影響が少なく・前処置に用いたヘテロザー トの作用
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の観察に好都占であると判断したか らである。

上記の点を考慮して,3週 間以内ですべての正常マウ

スを感染死させる感染菌株および菌量を定めるため,く

り返し実験を行なつた。攻撃感染が強いと,前 処置マウ

スも含めて短時日ですべて死亡する結果となり,定 量的

な免疫実験の判定が難しくなることを幾度とな く経験し

た。われわれは黒野株を 用 い,は じめCF-1マ ウスで

平均生存日数19土2日 であつたが,Table2で み るよう

にマウス通過により平均生存 日数が13・5土1日 となる菌

を得ることができたので,こ れを使用 した。CF-1マ ウ

スは感染後の生存日数が非常に均一であり,同 日中にあ

るいは2～3日 以内のばらつきで死亡することを観察し

た。またわれわれが使用したddYも,Table1お よび

3で みるように短時日で死亡し,し かも生存期間が均一

であることを くり返し経験した。

以上のような条件のもとに感染防御実験を行なつたの

であるが,そ の成績から次のようなことが考えられる。

接種量についてヘテロザー ト10倍 希釈液により抵抗

性が最も増強 し,か な り希薄な100倍 希釈液でも明らか

に抵抗性増強作用を有することを観察 したが,か えつて

原液には増強作用はほとんどみられなかつた。すなわち

このような試料による抵抗性増強作用には,至 適投与量

があるように考えられる。ヘテロザー トの成分17)は原液

1ml中 蛋 白は32・28μ9,6炭 糖は2・37μ9,総 窒素量

は4・89μg(各 試 料の平均値)で あ り,実 際抵抗性増強

作用の最も強 くみられた10倍 希釈液0・1ml中 の菌体

成分含有量はかな り微量なものとなる。この程度の小量

て活性を示す点が興味深い。

なお同様な実験をC57BL/6を 用いて行なつた成績で

は,10倍 希釈液よりむしろさらに希薄な100倍 希釈液

のほ うがより強い作用を示した。このことは金井18)の指

摘 している,マ ウスの系統による被免疫性にも関連した

ことと考え られる。

接種経路について経路別による効果は,生 残率でみる

と静脈内〉皮下〉腹腔内の順であつたが,そ の差は有意

ではなかつた。このような処置経路による差異は,BCG

-S .enteritidisの 系 で,前 処置に用いる試料や,ーマウス

の系統などによつても変わるという報告がみられる19)。

本実験では皮下接種によつても生残率50%の 防御力を

与えるので,抵 抗性の測定に十分用い うる。

免疫原について額田らの初期の動物実験では,免 疫原

として加熱ワクチンを用いていたが,そ の後できるだけ

菌の生物学的性状を損なわず,し かも有効成分をそのま

ま抽出しようと試みるうちに,Haehn20)の 方法による自

己融解上清液が,加 熱ワクチソよりいつそ う有効である

ことが見出された11)。これらの試料を比較検討するため

の動物実験二は,主 としてモルモッ トが用いられたが,

マ ウスを使用したわれわれの実験(3)で も同様な結果を
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得ており,自 己融解上清液のほ うがより強い抵抗性増弥、

作用を示す ことを観察した。また小沢ら1ηは菌体成分を

緩和な条件下に抽出する別の方法として,音 波による菌

体破壊を試み,そ の音波処理によつて得た リン菌およひ

チフス菌の上清液(Sonicate)と ヘ テロザー ト10倍 希

釈液を用いて,マ ウスにおける感染防御実験を行なつた

が,そ の条件でもやは り自己融解によるヘテロザー トの

ほ うがより強い防御力を示す ことを認めた。

ヘテロザー トは菌体を自己融解させたもの で,endo-

toxinの み でなく当然他の菌体成分を含んでいると考え

られ,ま たすでに額田ら21)も述べているように,10日

間の自己融解の期間中により有効な物質に変化すること

も想燥される。当然予想されるように,ヘ テロザー ト中

にはRNA,DNAが 含 まれ,ま たhexosamineも 多量

に含まれることが分かつている(畑 下 ら㎎))が,有 効成

分がなんであるかは不明で将来の興味深い問題である。

また従来は自己融解上清部分に重きをおいていたが,

リン菌の10,000rpm4回 遠沈洗濫した沈渣部分にも抵

抗性増強作用がみ られた。ただし,こ の沈渣部分が菌体

構造のどの部分に相当するかは確かめていないが,増 強

作用のあることは注 目すべき点と思われる。チフス菌の

沈渣部分には増強作用がみられなかつたが,こ れは沈渣

の主要成分と考えられる細胞壁の成分の差に よ る も の

か,あ るいは含有量の相違によるかは,な お検討の余地

がある23)。

以上異種細菌(ヘ テロザー ト)に よる前処置方法(接

種量,経 路,免 疫原)と 抵抗性の変動について検討した

が,そ のほか攻撃感染菌量,感 染経路,前 処置から攻撃

感染までの期間などによつて 結 果 が 左 右 され る21)。

Dubosら4)6)25)は 前 処置後感染までの期間の長短によつ

て,抵 抗性が増強あるいは減弱することを報 告 して お

り,ま た最近Ribiら7)も 前処置 と感染の間隔の如何に

よつて,抵 抗性は非特異的あるいは特異的要因により支

配されるといい,ま た攻撃菌の接種経路(経 気 道 か 否

か)も 問題 としている7)26)。

このように抵抗性の変動に影響する因子ははなはた多

く,こ れらの因子の組合せによつて結果が左右され,こ

れが抵抗性増強の機序の解析が複雑困難な理由の一つと

なつているものと思われる。

結 語

マウスにヘテロザー トを前処置することにより,結 核

菌感染に対する防御実験を行なつた。今回はとくに抵抗

性測定のための実験条件のうち前処置方法 の(1)接 種

量,(2)接 種経路,(3)免 疫 原の3点 について検討し,

次 の結論を得た。

(1)接 種量についてはその希釈濃度により異なつた

防御力を与え,10倍 希釈液群が最も強い抵抗性を示 し,
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む しろ原液群のほ うが弱かつた。

(2)接 種経路として静脈内,皮 下,腹 腔内の3経 路

について検討 したが,本 実験でぽ有意な差は認あられな

かつた。

(3)免 疫 原については加熱ワクチソより自己融解上

清液のほ うが抵抗性増強作用が強く,ま た リソ菌の沈渣

部分にも活性を認めた。

本文の要 旨は,第42回 日本結核病学会総会で報告 し

たo

稿を終わるにあたり,東 大(医 科研)渡 辺貞助教授の

ご懇篤なるご援助,ご 校閲を感謝いたし,ま た種々ご指

導を賜わつた結核予防会結核研究所青木正和博士に心 よ

りお礼申し上げます。なお本研究に労をわず らわ した当

研究所の金田秀子,平 田多美枝技師に深く謝意を表しま
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