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マウスにbけるツベルクリン・アレルギーの研究

一一・ 7 クスのツペノレクリン足牒反応について一一ー

新明美仁・高橋和男

(北大結核研究所細菌部主任大原達教授〕

橋本徹二・小林豊司

(北大結核研究所病理部主任森川和雄助教授〕

〔昭和33年 1月16日受付〕

結核菌に関する種々の研究において実験動物として

マウスの用いられる頻度は近年次第に増加しつつある

が，マウスにツベルクリン皮膚反応が発現し得るか否か

については従来否定的な考えが圧倒的であった。 RPちマ

ウスはツベルクリンに対し生来 anerglcな動物であると

さえ考えられて居り，例えば Gerstl& Thomas1)は，

PPD を以てする皮膚反応にマウスが全く insensitive 

である事，結核マウス組織の培養に 1000皮膚反応単位

の PPDを加えても何の影響もない事等からマウスは

naturally anergicであると述べ， Holden et al')らもこ

れを支持している。 Favour3)も亦マウスがツペルクリン

に対して生来 anergic であることを主張し，高IJ腎を射

出しでもこの状態に何等変化を来たさなかったと述べて

いる。然し，一方においてマウスが結核に対しある存度

の免疫，即ち抵抗を獲得し得ることは次第に広く認めら

れて来ており，このことが又，結核におけるアレルギー

と免疫との問題に関し種々の議論を起したのでもある

が，近年に至ってようやく，マウスのツぺルクリン・ア

レルギーに関し，注目を惹く研究の発表が見られるよう

になって来た。即ち Hartら引は結核マウスに皮膚のツ

ペルクリン・アレルギーは認められなかったが，充分大

量のツペルクリンを静注によって与えるならば系統的な

反応を表わし得ると述ぺ，これにつづいて Kirchheimer

ら日は， PPDを静注することにより感染マウスに致死

的なショックを起すことが出来ると報告した。更に，最

近 Gray& Tennings6)は結核マウスの足蹄にツ反応を

行うことにより，マウスにも典型的な皮膚アレルギーの

表われることを証明し，又ツペルクリンの腹腔内注射に

よって，結核マウスにショック死を起すことに成功し

た。われわれもこの Grayらの方法に倣ってマウスのツ

ペルクリン足蹄反応を観察し，又時間的経過を追ってそ

の病理組織学的所見を検したので，以下得たる成績につ

いて報告する。

実験材料及び実験方法

1) マウス:市販の雑系白色マウス，体重 18-22g 

前後の雄のみを使用した。

2) 使用菌株:マウスの体内通過と小川培地培養と

を交互にくり返して保存していた牛型毒力菌 Ravenel

株を使用。この関株に対しては雑系マウスでも可なりの

感受性のあることが教室の信太7)によって認められてし、

る。

3) マウスへの感染法:小川培地に生じた上記菌株

の集落より，生理的食塩水にて菌浮昔前夜を調製し，マウ

スの尾静脈より静注感染せしめた。感染i宕量は 1匹につ

き 0.01mg~0.001 mg (湿潤量〕である。

4) ツベルクリン・青山B株のソートン培養鴻液よ

り型の如く調製した!日ツベルクリン(以下OTと略記〉

を使用す。

5) ツベルクリン反応の実施及び判定:生理的食塩

水にて 25倍に稀釈した OTをツベルクリン注射器に

とり， 1/5針を以てマウスの後肢皮内足鵬全体がi繭漫性

に腫脹する程度に注射した。判定は最初 24乃至 48時

間後に行ったが，どちらの時間でも殆んど差がなかった

ので，後には主として 24時間後に判定した。尚判定の

基準として Gray等は positive，intermediate， nega-

tiveの3種の gradeを区別しているが，われわれは一

応次の如く 4段階に分けて反応程度を表わした。

一(陰性):判定時に何等の反応も見られないも

の。

士(疑陽性):腫脹又は発赤腫脹が軽微或いは余り

明らかでないもの。

十(陽性):明らかな腫脹又は発赤腫脹を認める

もの。



移るものが表われて来た。一方対照群の正常マウスで

はいづれも陰性で時に疑陽性程度の反応と見られるもの

も少数あったが，陽性と判定されるものはいづれの時期

においても 1頭もなかった。尚表中Dを以て表わしたの

は，実験経過中死亡したマウスで，例えば D54とあるの

は，感染後 54日目に死亡したことを示すものである。

この死亡について Gray等は Preallergicdeath と

postallergic deathとに分け， positiveの反応を示して

いる間にはマウスは死亡しないと述べているが，我々の

成績ではそれ程厳密な関係は見られず，死亡した4匹の

中2匹は前回の反応程度がく十〉で死んでいる。但し，

反応実施の聞には1週間の間隔がある訳で，而もこの2

匹は偶然その次の反応実施予定日， 1'lPち前回の反応実施

より丁度1週日に死んで居るので，若し死亡直前に検査

したとすれば或いは反応が土とかーであったかも知れ

ず，その点については尚実験例を重ねなければ結論的な

ことは言われなし、。然し一般の傾向としては，感染が進

行し，マウスが衰弱して来ると反応は再び陰性化して来

る様に見受けられた。
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件(強陽性):発赤腫脹強度のもの。

ツベルタリン足瞭反応の肉眼的観察

29匹のマウスを用いうち 9匹を正常対照群として

残し，残りの 20匹には前記 Ravenel株を各々 0.001

mg (生雨単位 147X 102) づっ静注によって感染させ，

感染後4週日より 12週日迄，毎週左右の足鵬に交互に

ツ反応を行って，その経過を観察した。個々のマウスに

ついての成績は第1表に示した通りで 4週日頃からご

く少数のものはツ反応が現われて来たがその数は未だd、

く，大部分が陽性になったのは7週前後からであった。

而して 10週前後になると陽性から再び疑陽性，陰性に

1. 

図

第1図の写真はかかる足蹄反応を起したマウスの典

型的な例を示したもので(マウス No.8，感染9週後，

ツ反応升， 24時間日)，モノクロームの為発赤を明かに

し得ないのは遺憾であるが対側に較ぺ反応実施部位の著

明な腫脹は十分認め得ると思う。第2表は第1表の成績

を数字にまとめて表わしたもので，感染後の経過(週)

を追って程度別の反応、数を示したものである。表中陽性

率としたのは(十〉以上の反応を示したもののパーセン

トで 7週日には 94.75'6'， 8週目には 1005'6'の値を示

し 9週以後になると又これが減少して来ているo 対照

群では(ト〉以上の反応を示したものはし、づれの時期に

も1匹もし、ないから，陽性率は勿論どれも Oである。

マウスにおけ乙ツペノレクリン足脈反応の経過

l動物感染後の経過(週)
番号 I A i ~ -------~-.一一一一
! 4 1 5 ! 6 1 7 i 8 i 9 i 10 11 12 

1 I工'+'+I*i*不工正ヨ
1-

2 1士十 D.，!
1 -:-1 山

3 l:t 土 l 十 l ート 1+ +' 十i 十 l 十
I~I~I， ' l' i ' i' 
4 ! + I士，+1件+i + • + D" 
5 1+1 + i士 1+ i十|士士 D"，
6 l:t 1士 l士|十 l十++十+
7 1-I士 l士 l士:D54 
81±(+(+!++ 件件十'+
9 i +，土 i+ 十i十++ + + 
10 Iート，+1 +件 l件 l 十件 l 十 + 
11 t:ti士 l 士;十十 + + + + 
12 士|士 i十 l十++士土

13 1 士， +士 l 十十 l 十十士士

0.01 mg 1 14 1士|十!士十十+ +士-

静注 115 1+1士1+ 十，+'+ +十十、-16 士，+ + + -f十 l十'+:十， + 
17 土1+ 士!十十， +: + i十|十

18 I + : :t十!+ i +:十 i+ 1十 l十
i -~ I ! ，"" ' " 1 

19 l:t， + ， +件十'+i士，+ + 
ml+(+;+1+ + + I+ + + 

I ~ ~:士-， -ー:t '-'1-1-
K2 i- 士 1- 土， -土-1_ 

K3 !ー

K41一一::t土 iー一一 lー
I~ ~I 

K5 '一一一 l一一一一一-n.. ，} 

I K 6  ，-ー 1- 一一一-

，K7，-I:t，-一一:ー l ー

!K8 

1 K91 

第 1表
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(註〉

照

群
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第 2表 感染後の経過とツペノレクリン足脈反応の程度別反応、数

J感染後の経過 (週〕
群別及!使用!死亡反応
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陽性率 40.0 
(ヲの

55.0 55.6 i 88.9. 81.3 81.3 100 94.4 94.7 

8/9 7/9 7/9 

士 1/9 I 2/9 2/9 

o + 0/9 0/9 0/9 
!件 0/9 0/9 0/9 

l陽性率;
0.0 0.0 0.0 0.0 Cμ) 

7/9 

2/9 

0/9 

0/9 

7/9 

2/9 

0/9 

0/9 

0.0 

8/9 9/9 

1/9 ! 0/9 

0/9 i 0/9 

0/9 I 0/9 

0.0 I 0.0 0.0 I 0.0 

対照群

9 

(無処置〉

II. ツベルタリン足綜反応の病理

組織学的観察

以上の如く，マウスでも足蹄にツ反応を行うと陽性

の反応成績が得られることが判明したが，ツペルクリン

は相当濃度の濃いものを用いて居るのであり，単なる肉

眼的観察のみでこれが真のツぺルクリンによる delayed

typeの allergy反応であると確言することは危険と思

われるので，我々は更に時間的経過を追って，この反応

の病理組織学的検索をも行って見た。

即ち第3表に示す如く， 31匹のマウスを用い，その

中 19匹に Ravenel株を 0.01mgづっ(生菌単位 163

X103) 夫々静注感染せしめ， 12匹を正常対照群として

残した。感染6週後に感染群のマウスには右足蹄lこ食塩

水で 25倍に稀釈した OT，左足蹄には食塩水のみを，

9/9 

0/9 

0/9 

0/9 

9/9 

0/9 

0/9 

0/9 

又対照マウスには右足蹄に OTをそれぞれ注射して，

その後3時間日 6時間目， 10時間目， 24時間日， 48 

時間目及び 72時間目の 6固に分けて，感染群のマウス

は各時間後毎に 3匹づっ (24時間後のみは4匹)，対照

マウスは2匹づっ殺して，それぞれの足蹄反応実施部位

の皮膚を取り，型の如く固定染色してその組織学的所見

を検した。第4，第5表はその成績をまとめたものであ

り第2図は代表的なものにつし、て顕微鏡写真を示したも

のである。

1) 感染マウス足蹄に対するツペルクリンの作用:

注射 3時間目には，皮下の浮腫を主とし，若干の多形核球

及びごく少数の単核球からなる細胞浸潤が小血管周囲に

認められた。この浮腫，細胞浸潤は6時間目には若干ーそ

の強さを増し，かなり著l切な所謂白血球の細胞反応、が，

血管周囲及び浮腫性結合織の中に起っていた。充血も増

第 3表 組織学的検査に月Jv、たマウスのツ反実地後の時間別居殺数

群別 ~-;tr. -JiL. ツ反実地後の時間
|感染後 一一一←一一一一一一一一一一一一一一一一

及
!の期間 3 6 10 24 

前処置

瓦五五 3 一一;-1 3 1 J l j 「-J-
(R…引6週;111;10.01 mg 11 - (No. 1-No. 3)!(No. 4-No. 6):(No. 7-No. 9)ICNo.10-No.13)，(No.14-No.16) (No. 17-No. 19) 
静注 /1

対照群 2 2 22  2 2 

(無処置) (K 1-K 2) (K 3 -K 4) i CK 5 -K 6) ! (K山 8): (K 9-K10) (K11-K12) 

反応実施法

f右足蹴:25 x稀釈 OT注
感染マウス 4

左足蹴:生想的食塩水注

対照マウスー右足蹴:25 x稀釈 OT注

48 72 
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強されていた。 10時間になると，浮腫特に強く，結合織

線維の膨化が著明であり，又細胞反応自体も強化する

が，単核球の増量が目立って来る。しかしまだ単球形反

応とは云えなし、。 24時間になると，始めて単核球が細胞

反応に優位を占めるに至る。反応自体は更に増強され，

又白血球の崩壊，結合織線維のフィプリン様変性が著明

となって来る。この状態は 48時間迄継続し，殊に No.

14では単核球が広く皮下結合織一帯に浸潤し，著明な

単球型反応と認めることが出来た。 72時間になると反

応全体は著しく減弱し，若干の単球性細胞の浸潤に」とっ

ている。しかしまだ浮腫は認めることが出来た。

2) 感染マウス足慨に対する生理的食塩水の作用:

3時間目ごく弱し、浮腫を呈した例があるが，全体を通じ

て殆んど変化を認めず，只 10時間目，多形核球，単核

球のごく弱し、渉出を血管周囲に認めたにすぎない。

3) 正常マウス足蹄に対するツペルクリンの作用:

3時間目から 6時間目にかけて，浮臆と，軽い多形核球

の持参出を認めるにすぎず， しかも 10時間になると著し

く減弱し， 24時間以降は殆んど変化を認め得ない。

以上の所見を綜指すると，感染マウス足際に対し，ツ

ペノレクリンは特異的な反応を呈したことが判定される。

その反応の形式も，時間的には 24~48 時間を頂点とし

た所謂 delayed の反応であり，又細胞反応の面から云

つでも所謂 monocytlcの反応と云いうるようであり，

結局他の動物に見る皮膚のツベルクリン反応と形式的に

は殆んど変っていなし、と判断せられる。只，初期の多核

球性反応が典型的なツベルクリン反応と比較すると若干

強すぎるようであり，又反応、極期に到達する過程を見る

と，反応は幾分平目にしかも強く起っているようであ

り，この点反応の性格に若干疑問がないでもないが，こ

れには注射したツベルクリンの濃度の問題が関係してい

るであろうし，又注射場所が足蹄であると云うこと，つ

まり注射後たえず歩行と云う刺較が反応部位に加え続け

られたこと等も原因として推察される。

感染マウス足般におけるツベ、ノレクリン反応

ツペノレクリン注射 l生王型的食塩水注射
反 (右) (プ正)

応|反多単恋変浮!反多単ア古変浮
H寺 If，ち形 l応形
問 1税核核 !祝核核
(度球球血性股|度江主球血 '11:Jlili 

1 I 3 I十十士士一+士一一一一士

213|J-
3 I 3 I件-f+-士士一件 i一一一一一

4 I 6 ¥十十件++一件|
5 i 6 ¥ -f+-+ +士一十|一一一一-
6 I 6 件 #++-41一一一一一一
7 10 ¥十件-ItJ-+土+*士土士士一

8 I 10 I 士一士一一-

9 110 件件件土士件J± 士士一一一
10 I 24 Iが 4七千十土+* 1 
11 I 24 I朴+が+ーμ件(
12 I 24 ¥耐+-ItJ-十件件|一一一一一一

13 I 24 一一一一一一

14 I 48 1州+鼎士+-f+-I一一一一一一
15 I 48 I件士件土士十 1_

16 I 48 I 

17 I 72 i件土件士士十(一一一一一一
18 ¥ 72 I -t十士件ー十十|士土士一一一

19 I 72 I十士+一土 +1一一

第 5表 正常マウス足跡に対するツペノレク Fンの作用

動注!
肩 l 身t
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われわれはこの実験におし、て，従来ツペルクリンに

対し naturaIlyanergicと考えられていたマウスにも，

適当な方法によればツ反応の発現を十分期待し得ること

を知った。マウスにおいてツベルクリン皮膚反応が出な

いことを最初に記載したのは恐らく Roemers町と思わ

れるが，その後の実験は前記 Gray6lらのものを除き，

完全んどがツペルクリンに対するマウス皮膚の不感受性を

報じたものばかりであった。われわれも過去においてマ

ウスの背中又は腹側等に何回かツ反応を行って見たが陽
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性と思われる成績を得たことはなかった。然るにこの度

Grayらの報告に興味をひかれ，彼らと同様に足蹄の皮

内にツぺルクリン反応を実施して見たところここに報告

した如き陽性の成績が得られた。何故マウスは足蹄にお

いてのみツペルクリン皮膚反応が発現し，他の場所にお

いてこれが現われないのか，その理由を審かにする事は

出来なかったが，本報に得られた皮膚反応が tuberculin

typeのアレルギー反応である事は発現の時期，反応の

様相，病理組織学的所見等から見て大体異論のない所と

思われる。

結核アレルギーと免疫との関係を論じた従来の論文

において，マウスが結核に対し免疫を獲得するにも拘ら

ずアレルギーを示さない事を以てアレルギー免疫二元論

のー論拠とする学者は多かったが，この点において

Grayらの研究並びにわれわれの追試は 1つの修Eを与

えたことになるであろう。

尚，病理組織学的にツ反応を検した際，これに即時

性アレルギーの参与が常にあるものと考えられるが，高

濃度のツベルクリンによっては一層この蛋白アレルギー

がより強く表現されることが想像される。ごく最近城

戸9)がわれわれに似た実験を行っているが，その報告に

よると，結核感染マウスにツベルクリンを静脈注射する

とショックを起し，その性格は過敏性ショックと考えざ

るを得ないと述べている。この事は上述のわれわれの想

像を裏書きする 1つの成績である。何れにせよ，マウス

が感受性は高くないにもせよ特異的にツペルクリンに対

しアレルギー反応を示すことは疑いない事実であり，マ

ウスを naturallyanergicの動物と考える従来の成績に

は訂正を要する余地が十分あると考える。

然しこの実験において，ツ反応の実施は左右の足蹄

に交互に毎週(flrJち1倶IJの足には 1週間おきに〉行ってお

り，又ツベルクリンも相当高濃度のものを使用してし、る

のであるから，同一部位におけるツ反応反復実施による

反応の促進10)叫〉とか，あるいは逆にツペルクリンによ

る脱感作とかも考えられるし，又死亡したものは除外し

て計算しているので，以上の如き経過の観察に基き第2

表の如く反応程度別に数を分けることや陽性率を出すこ

とに問題がない訳ではないと考えるが，一応の目標とし

てここに陽性率を算出したものである。なお，かかる疑

義を除外するため，ツ反応、の反復を避けた多数のマウス

による統計的な観察を教室の沼田13)が実施中であるが，

その成績は本報のそれと大差ないものであることを附記

しておく。

結 論

2S倍稀釈の旧ツベルクリンを以て結核マウスの足

蹄皮内にツ反応を行えば，従来ツベルクリン感受性がな

いと考えられていたマウスにも皮膚アレルギーを発現せ

しめる事が出来る。この反応はツベルクリン注射 24~

48時間後頃に最強となる delayedtypeの反応、で，病

理組織学的所見においても他の動物に見られるツ反応の

所見と一致するものであった。肉眼的には足蹄全体に繭

漫性の腫脹と発赤とが見られるo ツペルクリン・アレル

ギ一発現の時期に関しては，早いものでは結核菌感染後

4週頃より陽性となるものもあったが，大部分の動物が

陽転する時期は大体7週目前後であった。なお 10週目

前後より，この反応には再び弱化する傾向が認められた。
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写真説明

会て結核感染マウス足般に!日ツベノしクリン 15倍液 0.1ml注射。 11寺院]は旧「ツ」法射後，苦'1検迄の時間j
を示す。 formol固定， para自n切n，hematoxylin-eosin染色。
Fig. 1. No. 3 3時間後。皮下組織¢添JJ1!，小血管に充血， '1止に白血球¢増量，一部好中球¢血官タト主主

出も認め bれる O

Fi富田 2. No. 4 611釘H]後。湾出現象，殊に好中球む渉/:!jが著名となヲでし、る。
Fig. 3. No. 11 2斗11!f間後号日i制胞は皮下筋層にまで及び炎応範囲は著tしく拡大されてνる。主主日i

細胞はl)t核性細胞が優位を 1fTめてし、 30

Fig. 4. 1'¥0. 14 48時間後。皮下に浮脆はやや減返してるが，細胞主主tfJ現象は依然強し、。単核細胞が

F台んとである。

(f，"J食塩水注射部イす，及びIE'li守マウスに 11ヨ「ツ」注射部位¢病変1"1度はごく軽レ¢でここに掲載しなかっ
た。〕
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