
7

Kekkaku Vol. 44, No. 1

吸入感染法 に よるモルモモットに対す るBCG免 疫度の

測 定法 に関す る実験 的研究(補 遺)

豊 原 希 一

結核予 防会結核研究所(所 艮 岩崎龍郎/

下 出 久 雄

国 立 療 養所 東 京病 院(院 艮 砂原茂一)

受付昭和4

3年10月12日

EXPERIMENTAL STUDY ON EVALUATION OF BCG-IMMUNITY IN 

 GUINEA PIGS BY AIRBORNE INFECTION (Supplemental  Study)*

Mareichi TOYOHARA and Hisao SHIMOIDE

(Received for publication October 12, 1968)

    It has already been reported by the same authors that the airborne infection method was 

useful to measure the degree of immunity induced by BCG vaccination in the experimental 

tuberculosis of guinea pigs. As the interval between BCG vaccination and the challenge infec-

tion seems to be an influencial factor on the evaluation of the manifestation of immunity, a 

supplemental experimental was carried out on this point comparing the airborne and  subcutan-

eous infection methods. 

   The design of experiment is shown in Fig. 1.  10-3 mg or  10-1 mg of BCG  was inoculated 

subcutaneously into the left abdomen of guinea pigs. The number of viable unit of the employed 

BCG was 2. 4 x  107 per mg. Virulent tubercle bacilli of the human type (Kurono strain) grown 

 7 days in Dubos media were employed as the source of the challenge inoculum. The  concen-

tration of bacillary suspension was adjusted to  O.  02  mg/m/ by photocolorimeter (Hitachi  EPO), 

and then it was passed through a filter paper of Toyo Roshi No. 101 to get the filtrate  con-

taining only single bacilli. 

   For the airborne infection, guinea pigs were exposed to this filtrate for 30 minutes. For 

the subcutaneous infection,  O. 5  m/ of the same filtrate was inoculated subcutaneously into the 

right abdomen. 

   Figs. 2 and 3 show the macroscopic findings of the airborne infection group and of the 

subcutaneous infection group, respectively. In the case of the airborne challenge conducted at 

3 week interval after BCG vaccination, the degree of immunity is demonstrated by the patholo-

gical changes of the extra-pulmonary organs such as the spleen and the liver (Fig. 2  A). If 
the airborne challenge is made at 6 week interval after BCG vaccination, the degree of immunity 

is demonstrated by the changes of the lung (Fig. 2  B). In the case of subcutaneous challenge, 

the existence of BCG immunity is clearly shown, though no significant difference in the degree 

of immunity is found according to the dose of BCG (Fig.  3). 

   The result of viable bacterial count of organs is shown in Table 1. In the case of the 

airborne challenge conducted at 3 week interval after BCG vaccination, viable bacterial count

* From Research Institute of Tuberculosis , Japan Anti-Tuberculosis Association, Kiyose-
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in the lung and the spleen is much smaller than that of the non-vaccinated  group. Comparing 

the viable unit in the spleen , the group vaccinated with  10-1 mg BCG showed smaller figures 

than the group vaccinated with  10-8 mg  BCG . 

   In the case of airborne challenge made at 6 week interval after BCG  vaccination, the 

viable bacterial count in the lung and the spleen is less in the group vaccinated with  10-, mg 

BCG than in the group vaccinated with  10-3 mg BCG. 

   On the other hand, in the case of the subcutaneous infection conducted  at 3 week interval 

after the vaccination by  10-1 mg BCG, the multiplication of challenged bacilli is markedly 

inhibited, while this inhibition is seen only slightly in the group  vaccinated with 10  8 mg  BCG. 

If the challenge is carried out subcutaneously at 6 week interval after BCG vaccination, the 

multiplication of challenged bacilli is markedly inhibited even in the group  iccinated with 

 10-3  mg  BCG.

L緒 言

前報塞)においてモルモ 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 染法が有

用であ ることを述べ たが,更 にBCG接 種と攻撃 との間

隔がBCG免 疫度を知 るための実験条件の重要な因子 と

なる と思われたので、 この点につ き検討 を加え前論文の

補遺 としたい。なお前実験 と同じ く吸入感染法の対照感

染方法 として皮下感染法を選んだ◎

II.実 験 方 法

L実 験 計 画

図1に 示す。

実験群 を12群 に分かち各群5匹 。体 重400～5009の

白色3モ ルモッ トを用いた。

2使 用BCG

凍結乾燥BCGを 滅菌蒸留水に よ り0,2mg/ml,O,002

mg/mlの 菌液 とし,2,5,8,11群 には10"3mg(2×

10-3mg/mlのo・5ml),3,6,9 ,12群 に は10-img

(2×10"1mg/mlのO・5ml),を 左腹壁皮下に接種 した。

BCGの 生菌単位は2・4×107/mgで あつた。吸 入感染で

は1,4群,皮 下感染では7,10群 を無処置対照群 とす る、、

3、 攻撃菌の調製

強毒結 核菌黒野株のDub◎s培 地培養7日 菌 よ り比濁

に よ りo・02mg/mlの 菌 液を作 り,こ れを東洋濾紙No.

101で 濾過 し吸入感染に用いた。 またこの0.5mlを 皮

下感染用 として右腹壁皮下 に接種 した◎使用菌液 の生菌

単位は第1回 目すなわちBCG接 種3週 後に感 染した時

は2×104/ml,第2回 目す なわち6週 後に感染 した時は

1.3×104/mlで あつた。 吸入時 間は30分 であ るe

III.実 験 成 績

1.剖 検時 の肉眼所見

吸入感染に よる結果 を図2,皮 下感染に よる結果 を図
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3に 示す。 、

肉眼所見に よる病変度の基準は 工藤氏法2)に よつ た
。

BCG接 種3週 後に吸 入感 染 した 場合は 図2のAに み

る ごとく肺の所 見は対照 群に比 しBCG接 種 群が わずか

に少 ない程度でBCG接 種量に よる差は 認められ ない
e

しか し肝 脾ではBCG非 接種対照群 の変 化はす でに強

いがBCG10〔3mg擁 群は軽度
,・O-・mg接 麟 では

肉眼変化を認めなかつた。
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次にBCG接 種6週 後に吸入感染した場合は 区i2のB

にみるよ うに肺の変化 もBCG群 は対照群 よ り軽 く,ま

た10"img接 種群は10"3mg接 種群 より更に軽い#

脾,肝 等他臓器への進展はBCG10'3mg,10　 1mg接

種両群 ともほ とん ど阻止 されてお り無 処置対照群 との間

に 喜明な差があ る◎

リンパ節 の変化は気管 リンパ節,後 胸骨 リンパ節の腫

大が主た るものであつた。 吸入感染の場合はBCG接 種

群は対照群に比 し,や や軽度 とい う程度で,そ れほ どの

差はなかつた。

ユ『 三游慕
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吸入感染群に対しBCG接 種3週 後に皮下感染 した場

合は図3Aに み る ように10h3rngで は まだ病 巣の形閥

阻止が みられ ない。 しか し10一業mgで はすでに帽当の免

疫効果を認めた費

BCG接 種6週 後に皮下感染した場 合は図3Bに み る

よ うに10-$mgで も著 明な病巣形成阻 止 が 認 め られ

10-img接 種 群 との間に差 を認めなかつた。

2・ 臓 器培 養成績

表1に 結果を示す"

表中の吸入A群 にみるよ うに吸入感 染 の 場 合,BCG
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接 種量が10-3mgで も10"imgで もBCG接 種3週 に し

てすでに攻撃菌は箸明に増殖 を阻 止され る。 この晴点に

おけ る肺 の肉眼所見ではBCG接 種群 と非接種群の間に

ほ とん ど差 を認めなかつた点 を考 えると,こ れは肺の肉

眼 所見 と培養成績 との大 きな差異 といつて よいであろ ㌔

BCG接 種量に よる生菌単位の差は肺では薯 明で な い

が陣ては明らかに10一霊mg接 種群 の方が少ないitし たが

つて脾におけ る肉眼所見 と培養成績は一致 してい るとい

ゐ てよい¢

次にBCG接 種6週 後に吸入感 染を行 なつた場 合(表

1,吸 入B群 〉 をみ ると対照群 との間に著 明な差があ る

ことはA群 と同 じであるが,肺,脾 の生菌 単位はA群 に

比 し更に少な く,ま た肺の生菌単位 もBCG接 種量の 多

い方が明 らかに少ない。

次 に皮下感染について観察 しよ ㌔

表1皮 下A群 にみるよ うにBCG10"3mg接 種3週 で

は攻 撃菌の増殖阻止はまだ十分でないが,10}Imgで は

3週 ですでに対照に比 し生菌 単位は1/10以 下 と少 ない.

これに対 しBCG接 種 後6週 に 皮下感染する と表1皮

下B群 にみ るよ うに10"3mgで も生菌単位は対照 に比 し

明らかに少 ないΦ

IV.考 察

BCGに 匹敵す るよ うな死菌 あ るい は 菌体成分に よる

n◎nlivingvaccineの 研究は数多い$)。 これは結 核免疫

の機序を知 らん とする純粋に基礎的な興味ぽか りで な く

生菌 免疫にみ られ るヅペル クリン ・アレルギーを惹起せ

しめ ろことな く免疫を賦与 したい とかBCG潰 瘍 を全 く

発生 させない可能性が ないかな どの実用的効果 を狙つ て

の ためであ ろ ㌔ しか し,あ る人が有効である と発 表し

たn。nlivingvaccineを 他の人が追試す ると無効に近

い とい うことが しば しばであ る◎ この原 因の一つにvac一

結 核 第44巻 第1懸

cineの 評価 の基 準あるいは 方法が 統一 され て い な い と

い うことを見逃すわけにはいかないゆす なわ ち実験モデ

ルの検討の必要性が強調 され る所以であ る%

免疫実験に影響を 与え る主要な因子 として考えられ る

もの を列挙 してみ ると,〈1)接 種す る免疫原駄(2)免

疫 と攻 鰍 での期間 ③ 攻撃薦の感染 ツ肱 ④ 攻 撃

菌の糊 および幽翫 ㈲ 娠 桝 をみ るもので なけれ ば

攻繋 よ り剖検 まで の期間 とい うこ とになろ う鋤

前報bに おい て薯 名は攻馨 繭の感 染1ノ法 として吸入感

染法の結核免疫 を知 るための理駒的 背景 と,こ の方滋が

免疫度測定に宥用な ノ〃ノ。であ ること を述べ たが,今 働獄

hに あげ た因チの中で 《1>,②,93ノ 殊に醐 畷3検 討 を

しなかつ た(2/に 中心 をおい て知 見 を加え たme

吸入感染の場 合.免 疫 と攻撃 まての期闇が3週 だと癒

染局所であ る嚇の肉眼所 見はBCGl〃 種蝋に拘 らずBCG

非接種対照群 と た矛なかつ たが肺 内か ら遡元 され た生菌

単位か らみ るとBCGの 免疫 効果は すでに 十分に認めら

れ る。なおBCG接 種群か ら分儲 され'こ菌に1まBCGは

含 まれ てお らず、すべ て攻撃 菌と考えて よい辮 また騨,

肝等他の臓器への進展はBCG拶 種よ り懸 染 までの期闇

が3週 で も対照に比 し肉眼所見 培 養成細 いずれ の面か

らみて も阻止 されていた欝 したがつ て感染 局所である肺

以外への臓器への進展私度 をみ るとい う方 法 を と れ ば

BCG接 種3週 後に吸入感染 を 行 ない4週 後に動物 を殺

す ことに よつて比較的 短期間に免疫の 有舞 のみ ならず,

その程度を も知 ることが で きる。

BCG接 種か ら6週 後には免疫は議ぼ 完疲に藷三い と考

え られ,こ の時点 で感 染を行な5と3週 では 差を認めな

かつた肺に もBCG接 種盤に より病巣形成阻 止の 程度差

がみ られるよ ～になる。 リンパ節 や肺以 外の臓 器,弓 、に

後者についてはBCG1⑪"3mgで 乳1⑪一lmgで も強 い免

疫形成がみ られBCG接 種量に よる差は肉眼的に は認め

がた くな る,し か し攻 撃菌の生菌単/訟よ接 種量に より差

を認め る。

ここで一言 したいのは吸 入感 染こおげ る肉眼所 見 と培

養成績の相 当な食い違 いであ る岱

図2Aに み る ようにBCG接 種3週 後に攻撃 し4週 後

に 殺した時,BCG接 種群 の肺 の肉眼的 変化 は 対 照 に比

しわずかに 少ない程度で相 当数 の結核結節が 肺全体に認

められ乾酪化 してい るもの もあ るが,そ の中の生菌単位

はBCG接 種群 と対照群 との間に著 明な差が あ るtSこ れ

は おそ ら く免疫が完成 していない時点で肺が 感染 局所に

なつた時はBCG接 種群で も,い つ たん菌 は増殖 し,そ

れに伴い細胞浸潤が起 こる91と共に肺 におけ るKochi現

象 もこれに関与 してい ると考えたい。菌の増 殖は 対照群

に比べれば勿論少ない し,い つたん増殖 しても再V拭 少

す るが・肉眼的形態的変化は早急には 講退 しないためで

あろ ㌔ したがって吸 入感染の場合,殊 にBCG免 受が
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不十分な時は肺の肉眼所見で免疫度をみることは問題が

あ るか もしれ ない◎生菌単位の方が よりよ く免疫の有無

あ るいは程度 をあ らわす ものであろ うゆ

次に皮下感 染の場 合は図3Aに み るよ うにBCG接 種

3週 後に皮下感染 した と き はBCG10'3mgで は肺,

脾,肝 等 内臓諸器官の変化は対照 とほぼ同 じで病巣形成

阻 止効果が明 らかでないが,生 繭 単伎 も肉眼所見 とほぼ

平行 し,こ の時点では菌 の増殖阻止は認め られない。 こ

の点,肺 の肉眼所見 は強 いのに生菌単位は少なかつ た吸

入感染に よる結果 と異 なつ てい るゆ皮下感 染の場 合は感

染局所が皮下であるがゆ えに吸 ヌ・感 染の肺 にみ られた よ

うなK◎ch現 象は各臓器にみられ ないか らであろ う.

BCG接 種6週 後に感 染した 時 はBCG10"8mgで も

10…監mgで も免疫 効果に差はな く,い ずれ も強い病変お

よび菌増殖阻 止を認めた。 したがつ て皮下感染法で も免

疫の有無を知 ることはで きるが 免疫度 を知 ることは困難

であ る◎

BCG接 種量 をいろいろかえ皮下感染 した時 は,BCG

接 種量 のある範囲 内では免疫 効果に有意差がない とい う

報告6)ηもあ り,免 療 には悉無律の ごとき現象が あるの

では ないか とい う考え方 もあるが,適 当な実験条件 を設

定した吸入感染法を用 いれば,こ の差を拡大して示すの

か もしれない尊 また,こ れには肺の局所免疫 の存在 も関

与しているのか もしれない費

V.む す び

吸入感染に よるモルモ ヅ トの結核免疫の効果判定のた

めの実験条件 としてBCG接 種 よ り有毒菌に よる攻 撃ま

での期間について検 討を加えた⇔

i)BCG接 種3週 後に吸入感 染を行 な い更に4週 後

に剖検す るとい う実験条件では脾,肝 等,感 染局所 であ

る肺以外の臓 器へ の進展程度 を肉眼的に観察す ると共に

肺,脾,殊 に脾におけ る攻撃菌の生菌単位をみ る ことに

よ り免疫 の有無 および程度を判定す ることが で きるΦ

]1

ii>BCG接 種 と吸 ノ、感 染に よ る攻 撃 との闘隔 を6遡

とする と肺 のll}1皇に よ り免疫度 をrll定で 潔るmp肺 以外の

臓器(脾,肝)へ の進展は十 分阻 止され ているため,免

疫のf∫無を知 ることは勿論て きるがBCG拶 種量に よる

差を知 ることは困難であ る弗 しか し臓 器中の攻撃菌の生

菌樹 〃をみ ることに より免疫 度を知 るこ とがで 謙煽

iii)BCG接 磁が してある と吸入感 染後肉眼所見では,

非接種群 との間に差をあ まり認めない場 含で も臓器中の

'1:菌購 、ンには 鴛ざが 認められ る
esし たがつ て臓 器培蕉は

励 行されなければな らないが,培 幾に 供す る臓 器の全培

養を行なわない時 は,そ の採取 吊や 郷位 摩,細 心のガ聾1σ

が必要であろ う雌

iv)皮 下態 染の場 命,BCG拡 種 か ら攻 撃 までの期 闘

が3週 だ とBCG1『3斑9に よる免疫鋤}/tはまた十分に

は認め られ ず,BCG接 種か ら攻撃 ま で の 期間が6週 だ

とBCG10"$mgで も10-imgで も十 分な免疫効果が

認 められ免疫度を知 ることは困難 であるウ
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