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PART 1. CLINICAL EXPERIMENTS

   Introduction. The improvement of B. C. G. vaccination to lessen the 

abscess formation without impairing the immunizing action has been 

studied by many investigators. In 1928,  Duran-Reynals  1,2) found that the 
infectiousness of smallpox virus was remarkably increased when the 

virus was added with the extract of mammalian testis. The same effect 

was also recognized by Mc. Clean  (1931)3). This active factor in the 
testis extract was called "spreading factor", and found also in sperm, 
spleen, certain bacteria, tumor tissues, snake-venom, etc. In 1939, Chain 

and Duthie  4) demonstrated that the hyaluronidase, which hydrolyzes the 
hyaluronic acid belonging to polysaccharide of connective tissue mucin, 

agrees with the spreading factor. 
   The present study was undertaken many years since, with a view of 

possible enhancement of B.C.G. infection by means of inoculation with 
the B.C.G. vaccin added with the spreading factor of Duran-Reynals. In 

the beginning, a spreading factor-containing testis extract for intradermic 
injection was difficult to be extracted intact and sterile. But, as hya-

luronidase preparations suitable for the injection became available recent-
ly, the experiment was facilitated and completed. 

   Bergqvist reported in  1950 that the effect of B.C.G. vaccin in guinea 

pigs was enhanced when the hyaluronidase was added to the vaccin, and 
in  1951  6) that the effect of  B.C.G. vaccination, in regard to the time 

required to turn positive tuberculin reaction and the extent of the 
reaction, was enhanced by the addition of hyaluronidase, based on the 

2-months observation among the primary school pupils in Stockholm. A 
similar result was obtained by the present authors. 
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互NV更】s要頁GA．愛亘⑪N　】頸ETH⑪亘）s．

　　　Two　hundreds　and　forty－six　pupils　inyQ！vip．g’・，！50　boys　apd　96　gi，rls

with　negative　tuberculin　reaction　were　selected　for　the　investigation．

They　belonged　to　the　first　to　fifth　school　years　of　primary　school，　and

aged　from　6　to　11．　”i“he　lst　school－year　pu．piis　received　no　B，C．G．　inocula－

tion　before，　while　the　reエnaining　176　received　single　ol’several　inocula－

tions　including　the　last　ene　which　was　made　8　months　before　the　present

examlnat工on．

　　　Above　246　pupils　were　divided　iロto　3　groups　unselectiveユy．　Seventy－

seven　pttpiis　of　Group　A　were　inoCttlated　with　the　B．C．G　vaccin　added

with　10　units　of．the　spreading　．｛actor，　84　of　Grpup　B　with　the　．vaccin

with　O．5　un．it　of　the　factor，　and　85　of　Group　C，　thp　．control　group，　with

B・C・G・vaccin　a19即・　The　pupils　of　the　lst　schoo工year，　who　rec母ived　no．

BC．G．　inoculation　apd　wete　of　negative　tubercttiin　reacti6n，　were　．　incid一．

ental］y　distributed’evenly　in　3　groups；27　in　Group　A，　22　jn　Group　B，

and　21　in　Group　C．

　　　Th・B・GG・vaccin・u・ed　w・・th・．a・i・d　V・・cin　prepared　by　th・A頭tu二．

berculous　Association　of　Japan，　and　O．1　cc　（O．04　mg　as　b．acteria）’was

inoculated　intradermicaユ1y　to　the　left　upper　arm．　The　spreading　tac．tor’

used　was　“Alidase”　lmported　from　the　United　States．

　　　As　each　schoo］　year　had　3　classes－East，　Middle　and　W6st－in　the

beginntng，　the　West　classes　ef　each　year　were　designated　to　’Graup　A，　the

Middle　classes　to　Group　B，　and　the　Ea＄t　cla＄ses　te　Grou，p　C，　but，　later，

the　classes　w’ere　recomposed，　and’the　examipations　of　tuberculip．　reac．L

ゆf・・a　ye・・f・エ1・w卑9．i・g・u．1・tign　were伽・with・ut　prep9・S・r・i・・？・、

The　items　of　examination　were　the　time　tequired　to　tu．rp　Positive．reac－

tion，　the　duration　of　positive　reaction，　the　size　of　redness，　the　frequency

of　abscess　formation，　and　the　size　of　abscess．

RESVkTS

　　　The　tlme　and　the　rate　to　become　positive　．reaction　was　in．diq’ated　in

Tab］e’1．　By　16th　day，　8！．8020　pf　Gr．oup　A，　67．9％’，of　Group　B；　and　60．0％

o’f　Gropp　9　became　positive，　showing　．signifigant　diffe；ence　between　Group

A　and　Grotip　C．　However，　no　significant　differenge　was　noticed　by　43rd

day　between　Group　A　（15．60／o），　Group　B　（22．60／o）　and　G±oup　C　（12．90／o）．　By’

79th　day，　the　positive　reaction　was　observed　in　none　of　Group　A，　8．3％

of　Group　B，　and　18．8％　of　Group　C，　again　showing　significant　differences

between　Groups　A　and　B　and　Group　C．．　・　・　．’一・　’　・　’一

　　　It　was　recognized　that　many　pupils・in　Group　A　・tumed　to　positive

early，　followed　by　Group　B，　and・　the　turn　was・slow・in・Group－C．　1／n・the



No；　4・
THE　ENHALNCEMENT　OF　THE　EFFECT　OF　B．C．G．
　　　　VACCINATION　WITH　HYALURONIDASE

（4・1）　3

total’・　turn－rate，　nd　significant　difference　was　observed，

of’Group’A　（97．4％）　and　Group　’B　〈98L80／o）　were　slightly

6f．Grou．P　Cて92．9％）．

though　・the　rates

hi・gher　than　that

Table　1．　Time　required　for　positive－turn

Group

A

B

　　c
（Cont－

rol）

Addition　．of
　spreading・

　factor

le　units’

O．5　unit

互1Gne

No．　of

　pupils

77

84

W5．

Days　after　inoculation

16

　一63＊

（81．8％）

　　57
（67　．　9％）

　　51
（60．e％）

43

12
（15．60％）

19
（22．6％）

　11
1（12．9％）
ロ

］

79

o＊

7＊

（8．3％）

16
（18．82／o）

133

0

o

　1
（1．20／e一）

Suspected
　posエtive

　　2
（2．6％）

　　1
（’1　．　2％y）

　　4
（4　．　7％）

Negative

o

e

　2
（2．4％）

＊　indicates　significant　difference．

　　　The　duration　of　positive　tuberculin　reaction　was　indicated　in　Table

2）　The　duration　of　9一・12　months　was　observed　in　2．6e／o　of　Group　A，　9．50／o

of　Group　B，　and　5．9％　o’E　Growp　C，　showing　no　significant　difference

between　each　group．　The　du．ration　of　6一一9　months　was　observed　in　41．6％

of　Group　A，　25．0％　of　Group　B，　and　25．9％　of　Grottp　C．　The　difference

was　signifieant　between　Group　A　and　Group　C．　The　duration　of　3一一6

m．onths　was　observed　in　18．2％　of　Group　A，　26．20／o　of　Group　B，　and　17．6％

of　Group．C，　and　that　of　within　3　months・37．7％，　39．3％，　and　50．6；70，　re－

spectively．　No　significant　difference　was　noticed　in　these　cases．

　　　It　was　demonstrated　that　’relatively’　long　duration　of　positive　reaction

as　6～9皿onths　was　more　freq鵬nt　in　Group　A　than．in　the　contro】

group．　However，　．no　significant　difference　was　noticed　in　the　duration

of　9’・一一12　months　between　Group＄　A　and　B　and　Group　C．

Table　2．．　The　duratien　of　positive．　tuberculin　reaction　・

Group

A

B

　c
（Centrel）

．Addition　of

　　spreading
　　factor

10　unlts

O．5　unit

簸one

No．　of

　pupils

77

84

’85

DitiF’5iatib－堰@6f’ro／6J，i’t’il15Mi．556ieacti6T．

less　than　13・N・6months　l6N91months

3months　l　1
　29
（37．7％）

　33
（39．3．0－rv）

　43
（50．6％）

　14
（18．2％）

　22
（26　．　2％）

　15
（17．6％o）

　32；s’

（41．6％）

　．21

（25．0．0／e）

・22
（25．9．0／o）

9～三2

　months

　　2
（2．6％）

　　8
（9．59／o）

　　5
〈5：9％）

＊indicate3　significaエ1t　difference．

　　　As　stated　．　above，　the　tuberculin　reaction　of　each　group　becomes

positive，　and　then　turns　to　negative　after　different　durations．　The　curves

of．positive　reaction士ates　Gf　3．gr◎ups　are．．　sh6w且in．F童9．1二　The、rat6s
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Qf　Groups　A・and　B　are　constantly　h｛gher　than　that　of　the　control　group，

being　50．6％　in　Group　A，　44．0％　in　Group　B，　and　32．9％　in　Group　C　219

days　（7　months）　after　the　inoculation．　The　difference　is　．　signifiqant．

The　reaction　was　positive　in　half　of　the　pupils　of　Group　A，　but　only

one－third　in　the　controi　group．　Therefore，　it　waS　recognized　that　the

addition　of・　spreading　factor　enhanced　the　effect　of　B．C．G．　vaccination

to　turn　the　tuberculin　reaction　positive．

　　　　　　　　　　　　Fig．　1．　Curves　of　positive　rate　of　tuberculin　reaction．
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　　　The　Sizes　of　redness　of　tuberculin　reaction　was　illustrated　in　Table

3）　The　diameters　of　10一一14　mm　are　observed　in　27．3％　of　Gt6up　Al・27．4％

of’　Group　B，　and　31．8％　of　Group　C，　those　of　15・v19　mm　in　53．20／o　of’　Gtoup

A，　53．6％　of’　Grott，p　B，　and　41．2％　of　Group　C，　and　those　of・more－than　20

mm　in　16．9％’ 盾?@Group　A，　17．9％　of　Group　B，　and　20．0％of　Group　C．

The　significant　difference　was　noticed　in　no　case．

　　　　　　　　　　　　Table　3．　The　size　of　redness　of’・tuberculin　reactie’n　’

Group

A
．
一
B

　　c

（Contrel）

Addition　of　I　No．　of

　spreading　l　pupils
　facter

10　units

O．5　unit

none

77

84

85

Diameters　ef’　redness　in　mm

O一一4

o

o

　　　2
i　（2．4％）

5－v9

　　2
（2．69／o）

　　1
（1．2．o．．’）

　　4
（4．70％）

10N14

　21
（27．3％）

　23
（27　．　4％）

　27
（31　．8％）

15”v19

　41
（53．2％）

　，45

（53．6％）

　35
（41．2．0／．）

＞20

　13
（16．9％）

　15
（17．9kOo’）

　17
（20．0％）

　　　The　rates　of　abscess　formation　at　the　site　of　inoculation’　were　shown

in．　Table　4．　The　rates　were　23．4％　in　Group　A，　29．8％　in　Group　B，．　and

14；1％　in　Group　C　after　16　days，　an．　d　92．2％　in　Group　A，　84．5％　in　Group

B，　and　71．8％　in　Group　C　after　43　days．　The　．　diff．erences．　・betw　een　the
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rates　of　Group　A　and　Group　C　were　slgnificant．　rl］he　rate　of　abscess

formation　with　B．C．G．　vaccgn　added　・with　the　spreading　factor　was　con－

cluded　to　be　higher　than　that’ 盾?f 狽??@control　grdup．　However，　the

difference　was　lnsignificant　after　79　days；　the　rate　of　Group　A／was

33．7％，．Grou．P．B20．2％，．and　Grou．p　C　27．1％．　After　97．days，．aユmost　a11

the　abscesses　were　cicatrized　and　heaJed　in　each　gtoup．　The　rates　were

3‘9％　in　Group　A，　2．4％　in　Group　B，　and　1．2％　in　Group　C，　and　no．　signi－

ficant　difference　was　found　among　these　rates．　’

　　　　　　　　　llrab！e　4．　The　abscess　formatidn　at　the　site　Qf　inoculatien．

Group

A

B

　　　c

・（Control）

．Addition　of

・spreading
・factor

ユOunjts

O．5　unit

none

No．　ef

pゆils

77

84

85

Abscess　fOrrnation　after

・16　days

　　　ユ8
（23　．　4・％）

　　　25＊

（29．8％）

　　　12
（14．1％’）

43　d4ys

　　　7ユ＊

（92．2％）

　　　71
（84．5％）

　　　61
（71．8％）

79　days

　　　26
（33．7％）

　　　17
（20．2％）

　　　23
（27．1％）

．97　days

　　　’3

（3．9％）

　　　2

（2．4％）

　　　1
（1．．2．多6）

　　　　　　＊．indicates　significant　difference．

　　　The　size　of　abscess　was　shown　in　Table　5．　The．abscesses　of　mbre
than．　il　mm　viere’fotmed　in　no　case　of　Group　A，　in　3　cases　of　GtouP．　B，

apd　i．n　no．　case　of．　Group　C，　Whereas，　those　of　5－vlO　mm　were　formed　in

10　cases　of　Group　A，　in　12　of　Group　B，　and　in　5　of　Group　C；　the　differ7

ehce’was　significant　between　Group　B　and　Group　C．　．The　abscesses　of

less　than　4　min　wete　found　in　61　cases　of　GrouP　A，　in　60　cases　of　Group

B，　aiid　in　64　ca’seS　of　Group　C；　the　differences　being　insignificant．

　　　As　a　whole，　the　abscesses　were　formed　in　92．2％　of　Group　A，　in

89．3％　df’Group　B，　and　in　81．20／o　of　Group　C．　The　difference　betweep．

Group　A　and　GrottP　C　was　significapt．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Table　s．　．．　The　size　ef　abscess．

Gre．up

A

B

　　　C

（Cqntro1）

Additio’n　of’

spreading
factor

10　units

O．5　unit

・none

No．　of

pupi！s

77

84

85

十十・十

＞11mm
　十十
10Nsmm

　　十

く4MM

　　　　O　　l　10　1　61

　　　　　　　71　（92．2％）　＊

　　　3　　i　12　1　60
　　　　　　　　75　（89．3％）

　　　　0　　1　5　　［　64

69　（8ユr2％）

6

9

16・

＊．　indicates　significant　difference．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　SU〕蟹麗：A賦Y　AN亘》璽）亘SCUSS亘ON．

　　　　In　the　group　received　B．　C．　G．　vaccin・　added　with．the　spreading

factor，．　the一’．tuberdulin　reaction’turned　to　positive－earlier　than　in　the

control・group，　and　the．relatively　long　duration　of　positive　reaction．as

6・y9一　months　was　undottbtedly　frequ．ent．　However，　lt　seemed　that　the

maximum　duration　of　tubercu工in．a皿ergy　in　man　due　to．B．C．G．　vaccin　is

not　prolonged　．especially・　by　the　addition　of　・spreading　factor，　because　no

significant　，　difference　．　was　m，entioned　between　both　groups　in　regard　to

the　duration　bf’ 垂盾唐奄狽奄魔?f @tuberculin　reaction　for　9・v12’mQnths．　［［”hus，・the

total　rates　of　positive－turn　in　both　groups　indicated　no　significant　differ－

ence．

　　　　T．h．　ere　was　，　nQ　sign．lficapt　difference　in　the　size　of redness　in　both

groups．　The　abscess　formation　，at　the　site　of　inoculation．was　more

frequent　in　the．．group．inoc司ated．wi癒the　vaccin　added　wi七h　spreading

factor，　but．　almost　a11　the　abscesses　wer9　cicatrized　by　，97th　day，．　and

caused　Iess　troub工e．　Three　cases　in　whi磁the　abscess　remained　relatively

工ong　were　treated　simply　wi出bcal　dusting　of　PAS　powder　and．bandage．

The　absc．ess　became　dry　within　3　day’S，　arid　healed　within　a　w，eek．

　　　亙fthe　trou．ble　fr．o皿abscess　can　be　tfeated　in．the　same　．血anner，　the

inocu玉atioh　of．B．　C。　G．　vaccin　added．with． 狽??@spreading　factor　is　expected

to　enhahce　the　immunizlng　effect　against　tuberculosiis．　As　the．　enhancing

effect　of　spreadlng　factor　added　to　B．　C．．G．1．vaccin．、　was’su．pposed　fro皿

th・・re’s・エt・f． o・・itive－t・rn・．…h、i・1・culati・n．meゆd　i・c…id・rgd　t・b・

usefu工・　ev⑱n　if　the　abscess　fQrrr｝ation．iS．preVented．’unsatisfactQ「ily・　It

was　cohsidered　that　the．　infection’viiith　B．　C．　G．　’bacteria’occured　ef－

fectiveiy　by　the，　additibn　of　spreading　factor．，．Although　changes．in

’the　hatute　of　B．　C．’　G．　bacteria　is　’improbabl’e，　fu．rther　experiments’will

be　made　in　order　to　clarify　whether　B．　C．　’G．　vaccin　teaches　deep　into

the　body　by　spreading　factor，　tis　compared一　with　the　controL

　　　As　for　the　amoitnt　of　spt’eadlng．factox，　th，　e　additi．on・of　10　units　to

O．1　cc　of　B．　C．　G．　．　vaccin　（e．04　mg　bacteri’a）　’was　slightly，mOre’effec’tive

than　that　of　O．5　unit，　but　the　difference　was　not　so　significant．

．coNcLusieN

　　　1）　In　the　group　inoculated．　with．…B．　C．　G．　vaccin　added　with　the

spreading　factor，　the　tuberculin　reaction　turned　to　positive　earlier　and

more　frequent，　and　the　positive　reaction　remained　longer　thanin　the　control

group．　lt　was　recognized　that　the　addition　of　spreading　factor　ehhances

the　effect　of　B．　C．　G．　vacein　td　turn　the　tuberculin　reaction　positive．

　　　2）　No　significant　difference　was一’noticed　in　．the．　size・of・　redness　of
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tuberculin　reaction．

　　　3）　The　abscess　fo；mation　at　the・site　of　inoculation　was　more

frequent　in　the　group　inoculated　with　B．　C．　G．．vaccin　added　with　spread－

ing　factor，　but　all　the　abscess　were　cicatrized　and　healed　without　diM－

culty．

　　　4）　The　addition　of　10　units　to　O．1’cc　of　B．　C．　G．　vaccin．（O．04　mg

bacteria）was　s工ightly　more　effective　than　that　of．0．5　unit，　but　the

．difference　was　almost　insignificant，

］PA亙乱丁　亘亙．　　AN二二A夏』　更】XP更】亙電亘瓢葺ヨN『頁「s

　　　亙麟⑱伽¢蜘臨　An　attempt　to．e曲ance　th．e．infection－e｛fect　of　BCG

vacci取．atiOn　by皿eans　of　hyaluronidase　was　first　made．　by　Bergqvist5｝，　fi）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ハand　then　by　Birkhaug7），　Oike8），　and　the　present　authors．　In　the　previous

experiment9）with　primary　schoo工students，　the　authors　have　noticed　the

enhancing　effect　on　tubercu1量n　positivity　i且the　group　inoculated　with

BCG　vaccin　added　with． @hya】uronidase．

　　　In　the’present　experiment，　the　BCG　vaccin　wi癒hyaluronidase．was

inocu．1ated　t（》rabbits，　and　the　state　of　bacterial　invasion　and　the　changes

of　body　tissues　wereσbserved　in　order　to．clarify　the　mechaniSm　of

enhanc五且g　effect．

理匿ATE］R亙A亙」S　AN瓦P　R便E’豆頂畳。亘）s

　　　、．Heal七hy　rabbits．weighing　1．49－2．25　kg　were．．selected　fOr虚e　experi－

ment，　and　each　O．1　cc　of　1：5　diluted　tuberculin　was　injected　intrader一

・mically　after　the　hair　was　removed．　The　injection　sites　were　examined

after　48　hours　to　ascertain　the　negativeness　of　tubegc“lin．　reaction；’

　　　The　t．　uberculin－negative　rabbits　were　divided　into　two　groups；　viz，

the　control　group　（BCG－group），　and　the　．grottp　inoculated　with　BCG　added

w，ith　b．　yaluronidase　（Hyaluronidase－BCG－group）．　In　the’　BCG－group，，　eaqh

1　／cc　（O．5　rng　of　bacteria）　of　BCG　vaccin　was　injected　hypodermically　to

depi］ated　parts　of　both　forelegs（fro且ta］皿iddle　parts　betwee且elbow　and

＄houlder　joint）．　ln　the　hyaluronidaseBCG－grottp，　each　1　cc　（O．5　mg　of

bacteria）of　BCG　vaccin　added　with　10　units　of　hyaユuronidase　was　injected

in　the　same　way．　The　injections　were　made　jn　the　clean　room　in　the

least　deJay　after　the　dried　BCG　vaccin　was　dissolved．

　　　The　dried　BCG　vaccin　manufactured　by　the　Anti－tuberculosis　Associ－

ation　of　Japan　was　used．　The　viable　bacterial　count　by　egawa’s　quanti－

tative　cu1ture　method　was　21，400，000　cells　per　mg．　The　hyaluronidase

used　was　‘Alidase’　prepared　in　the　United　States．

　　　The　tubercu1in　reaction　was　examined　48　hours　after　the　inoculation

using　1：5　dilution　of　tuberculin　manufactured　by　the　Kitasato　lnstitute
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for　lnfectious　Diseases．　一　”　・
　　　’The　bOdy’　Was　weighed　before　the　inoculation　o£　BCG　vaccin）　and　on

’29th，’74th）　95th，　and’115th　daY　after．

　　’・・EaCh・，two・rabbits・of　bbth’grdups’　were’　sacfified’　bY　etherchlordform

anaesthesia，　on　11th，　23th，　29th，　56th，　74th，　95th，　and　115th　day　after　’the

／BCG　’　iri’lboit．latien一．’　・The　interna］一　Organs’”and　’lymphatib　l　glandS　Wet’e　ob－

sdfved．tn・abr6s6bPidally，　and　the．．1y血Phaもic　glands　ih　5　Parts，　luhg11：．：1ive士，

spleen，　and　kidney　vLrere　taken　asepticai］Y’．to’　perform’　the　quantitaeiste

cultuxe　by　Ogawa’s　me出od。　Pathhisto工ogicai　observation　was　made◎n

paraf石、nimbed　preparations　stained．with　haematoxy工in－eosin，　van　Gieson’s

solution，　or　by　Kumabe’s　staining　method　for　tubercle　bacilli．　Lymphatic

glands’of　cereVic21；”axillary　arid　ihguinal　’regions，　’and　・i’nje’ctibn　site　oE

l’eft’・　s’ide’　wdre”　utilized’　tO・’Make　一hiSt’olbgieai　preparations，　’and’th6se’of

’right・side　for・　6ultiivation・　’　’一一　・”・　’　一””　’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　EXPERgMENTA’fu　eeESULT＄

1）　Tubetculin　Reactibn

　　　　The．res切ts．　atさihdi6ated　in　Tab16　6．11．　On　llth・da夕after．th6’．BCG

linoctt1’ation，　・the…’r’?р獅?rs　With　more　tha’n　’10－mm’　diameter・」　’waS’　observed

in　2　rabbits（Nos．6and　11）（！43％）of　BCG－group，　and．in　8・（NoS。工6，．：．ユ8，

21，　22，　23，　25，　27　and　28）　（57．1％）　of　hyalu，ronidase－BCG－group；　that　is，

more　frequent　ant　earlier　in　the・latter，　with　significant　difference．

　　　　en　29th　day，　the　redness　wi’tn　more　than　iO－mm　diameter　was　ob一

・Served・i且　a工1．．癒6．r’abbits　of．BC（｝一group，‘ahd．a∬　b就　one　（No．26）of

’hyalu・tOhidasie－BC’f－group，　’and　on　56th’day，　in　agl　of　both　groups．　．’　Plates

1，　2，　show　・the’rednesS　of　’tuberculin　’reaction　of　rabbits　Nb’．8・（BCG－

group）　ahd　No．・’22・　（hyaluronidase－BCG－group）　bn　s6th　’daY　respectively．

、Nb』rbmafka旬6．．　di飴r面ce幅s　noticed　between　diamet6rs．of　redneSs　of

bo’ti　 　gr6ulps：1・The’Tedness　was　relatiVely　blear，　and　the　diameters’wete

rriea’su’redi　’without・　dithodltY．　On　95th　’day，　’all　the　animals　bf　’b6th’　groUps

‘s亡i11．．．．s．?х_vεd　thε．．．r6dnesS　of．　more　tha且10一血m　di3血eters．　　　．．1

　　…　一：　1一；1・／・・　一一　・・　…　・　・・　・　・　・　1，

　　　　　　’’’’’
　’ 　’　1’　 　’”　’f



Table　6・

Animal　No．
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2）　Bod’y　Weight

　　　As　ind量cated　in　Table．6，　the　body　weight　of　every．ani血als　oE　bo痴

groups　inclind　to　increase　gradually　without　remarkable　difference　of

weight　gain　between　two　groups．

3）　Macroscopical　Anatomical　Findings

　　　’The　results　are　shown　in　Table　6，　where

（十）　indicates　the　lymphatic　glands　which　swel］　larger　to　some　extent

　　　as　compared　with　usual　ones，

（一）　indicates　the　lymphatic　glands　which　swell　distinctly，　and

（冊）　indicates　the工ymphatic　glands　which　swell　remarkably．．

　　　In　both　group　s，　the　swelling　of　local　axillary　glands　was　notable，

appearing　from　23　days　after　the　inoculation，　and　reached・largest　after

74　d／ays，　and　then　inclined　to　decrease　its　size．　Slight　swelling　Was

netiqed　after　56　and　74　days　in　inguinal　glandS，．　and　after　74　days　in

cerevical　glands，　but　in　other　glands　change　was　scarce］y　observed．

The　swollen工ymphatic　g工ands　showed．macroscopically　no　tubercle　nor

caseation．

　　　On　the　site　of　BCG　inoculation，　development　of　ulcer　was　not’noticed’

during　the　observation　period　of　1！5　days　in　both　groups，　but　in　the

dissect　examination　made　ll　days　after　the　inoculation，　hypoder面d

abscess　with　’モ≠唐?≠狽奄盾氏@were　found．　en　23rd　diay，　the　abscess　became

larger，　and　on　incision，　sporadical　hemorrhages　were　noticed　in　some

cases　inside　of　caseated　substances．　Such　an　abscess　formation　was　also．

found　in　the　dissect　examination　made　after　1！5　days，　and　the　abscess／

Were　somewhat　larger　in　hyaluronidase－BCG－group，・　containing　cheese－like

subStances．　ln　lung，　liver，　spleen　and　kidney，　macroscopical　tubercle，

caseation，　nor　any　significant　change　was　found　in　both　groups．　The

macroscopical　findings　in　］ung，　liver，　spleen，　and　kidney　are　indicated　in

Plates　3，　4，　5　and　6，　and　the　weight　of　these　organs　in　Table　7．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Table　7．　Weight　of　Organs

Animal　No．

Lung．

Liver

Spleen

Kidney
left

right

Body　weight

BCG－greup

11

18．Ogr

82．6gr

1．6gr

7．Igr

7．Igr

3．2kg

13

17．Ogr

67．6gr

1．4gr

7．2gr

7．Igr

3．Ikg

Hyalurenidase－BCG－group

25

15．Ogr

68．5gr

1．2gr

6．Igr

6．Ogr

2．skg

27

14．6gr

57．5gt

1．Igr

6．Igr

6．Igt

2．8kg

4）’　Quantitative’Culture　of　etgans　and　Lymphatic　Glands
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　　　　In　Table　6，　the　growth　on　culture　media　is　represented’as（＋）’and　no

grow出as（一）．．　The　bacteria　was　cultured　from　axillary　gland　of’a且the

animals・sacrified　and　dissected　11　days　after　the　inoculation．　The’　number

of　bacteria　per　O．02　g　of　organs　or　glands・was　slightly　’larger’in

hyaユuronidase－BCG－group　as　compared　with　BCG－grou．p；viz．10　in　Nos．

1and　2　of　BCG－group　（control），　20　and　30　’in　No．　15　and　No．　16，　re－

spectively，　of　hyaluronidase－BCG－group．　The　bacteria　was　not’cultuted・

frem　other　organs　or　lymphatic　glands．

5）　Histological－Findings

i）　lnoculation　site　of　BCG　vaccin

　　　　The　histological　examination　血ade　ll　days　after　the　inoculation

revealed　that　in　BCG－group　（Nos．　1　and　2）　necrotic　lesion　surrounded　by

thick　layer　of　larger　cells　of　histiocytes　was　clearly　circumscribed．　Round－

shaped　cellttlar　infiltrations　composed　mostly　of　lymphocytes　were　found

in　the　ordinary　tissues　which　e且close　direct工y　the　circttmscribed　lesion

mentioned　above一（Plate　7）．　ln　hyaluronidase－BCG－group　（Nos．　15　and　16），

similar　circumscribed　1esion　was　also　formed．　Although　the　lesion　was

larger　in　size　than　that　in　BCG－group，　histiocytic　layer　was　thiner，　and

surrounding　ordinary　tissues　showed　almost　no　reaction　such　as　cellular

infiltration　（Plate　8）．

　　　After　23　days，　the　findings　in　BCG－group　（Nos．　3’　and　4）　were　almost

the　same　as　those　after　11　days　（Nos．　1　and　2）．　ln’hyaluronidase－BCG－

group　（Nos．　17　and　i8），　the　findings　were　similar　to　those　after　il　days

（Nos．15　and　16．）．恥No．！8，　the　necrotic工esion　had　spread　widely　to

musculature，　however，　cellular　reactions　were　scarce　in　the　surroundlng

tissues．　No　remarkable　difference　was　observed　between　the　・findings

after　23　days　and　those　after　29　days　in　both　groupsL

　　　After　56　days，　in　BCG－group　（Nos．　7　and　8）　the　leSion　became　necrotic

almost　whole，　fermation　of　granulation　tissues　was　remarkable　in　sur－

rounding　tissues，　capillary　vessels　were　newly　formed，　and　ce］］s，　mostly

histiocytes，　appeared　conspicuously　（？late　9）．　．　ln　hyaluronidase－BCG－

grou’吹@（Nos．　21　and　22），　no　granulation　was　observed　in　the　surrounding

tissues，　of　lesion　by　this　time，　and　the　circumscribing　tendency　was

week　（Plate　10）．

　　　After　95　days，　the　granulation　tissues　became　thicker　in　BCG－group

（Nos．　11　and　！3），　the　appearance　of　fibroblasts　became　noticeabie，　and　in

sQme　parts，　there　formed　connective　tissue　walls　which　divided　the

granulatlon　tissues　（Plate　11）．　ln　hyalgronidase－BCG－group　（Nos．　25　and

27），　round－shaPed　cellular　ihfiltrations　were　observed　in　the　surrQunding

tissues，　but　the　formation　of　granttlation　was　’far　slow　as　compared

with　control　BCG－group　（Plate　12）．　After　115　days，　the　findings　pf．　both

groups　were　aユmost　the　Same　as　those　after　g5　days，

　　　　Conclusive工y，　in　BCG－group，．　the　circumscribed　lesion　w耳s　enclosed
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by・一　relat－ively・　th－ick．granulation　tissa，es　1’n　Which．　incteasing・　’infiltration　of

histiO6ytic　／cells・was　lnoticeable　and一　ce］ls　of　epitheloid　type　was・　predomi－

nant．　Whereas，　in　hyaluronidase－BCG－gtottp，　’the　circumsc’ri・bed．　lesion

vvas　a！so　formed，　the　size　whS’　larger，　granulation’inferior，　developmeAt

of　epitheloid　，eells’not　Sb　remarkable，　cdmpare’d　with　BCG－group，　and　the

lesion　adjointed　directly・　the’　ordinary　tisSues．

ii）　Lyrnphatic　glands

　　　The　change　in　axillary　lymphatic　．glands　was　not　so　remarkable．　ln

BCG－group，．there　was　a　slight　reticu工osis，　lymphatic　tissu．e　was　apt　to

atrophied　consequeロt工y　or　repエaced　by　ret量cu加m，　and　plasmatic　exudat－es

were　found　sporadically．　The　axillary　lymphatic　glands　after　95　days　is

shown　in　Plate　13．　respectiveエy。

　　　In　hyalaronidase－BCG－group，　re工atively　diffusive　proliferation　of

reticu］o－endothe］ia！　cells　or　reticulosis　was　noticeable，　and　the　lymphatic

tissues　were　becoming　indistinct　in　their　tuberc工e　boundary，　being　re－

piaced　by　the　reticuユ。－endothejiaユcells．　A　few　eosinophUic　ce11s　appeared．

The　axillary　lymphatic　glands　after　95　days　is　shown　in　Plate　14．　re－

spectiveユy．

　　　ffn　other　lymphatic　glands　sueh　as　cerevical，　inguinai，　upper

mesentrial　and　m．esocolonal，　no　remarkable　change　was　fottnd　in　both

groups．

iii）　Lung

　　　There　was　no　noticeable　change　in　lungs．　Occasionally，　incrassation

of　alveolar　wall　and　blockade　of　aユveolar　cavity　were　observed，　irrespec－

tive　to　the　days　after　inocuユation　and　other　factors．　No　remarkable

difference　was　found　between　both　groups　（Plates　15，　16）．

iv）　Liver

　　　As　the　day　went　on　after　inoculation，　there　were　u，sua］ly　swelling　or

clouding　of　liver　cells，　ir　filtration　of　round－shaped　cells　in　stroma　and

fibrination．　Such　finclings　were　somewhat　more　frequent　in　hyaluronidase－

BCG－group　than　in　BCG－group　（Plates　17，　18，　19　and　20）．

v）　Sp］een

　　　’1）he　change　was　not　remakable．　The　spleen　of　hyaluronidase－BCG－

grottp　contained　generally　more　blood　than　that　of　BCG－group，　and

there　was　a　tendency　of　fibrination　of　spleen　venous　sinus　in　the　former．

ffowever，　the　difference　between　two　groups　was　not　distinct　（P］ates　21，

22）．

vi）　Kidney

　　　In　the　kid且eys　of　progressed　stages，　there　were　ocassiona工ly　swellings

of　glomerula，　some　of　which　were　associated　with　swelling　of　epithelium
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of　renal．　tubules．　No　reMarkable　difference　was　noticed　between　BCG．

group　and　hyaluronidase－BCG－group　except　infiltration　of　round－shaped

celis　in　the　latter　（Plates　23，　24）．

vii）　Stained　preparation’for　tubercle　bacilli

　Acid－fast　bacteria　were　always　found　in　inocttlation　sites　of　animals　of

both　groups，　b櫨豊。色in　lymphatic　glahds鍛or　i簸ter舩10rga且s．．
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Plate　13． Axillary　lymphatic　gland　after　95
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Plate　17．　Liver　after　11　days　〈．BCG－group）
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　　　　　　　　　　　　　　　　　S訂】蠣：麗：A］賦YA］蜜］匿）．D璽SC亘JSS葦｛）］ヨ

　　　　The　tuberculin　teaction　in　hyaluronidase－BCG－grou’p　turned　to　posi－

tive　ear’lier　than’　in　BCG－group．　．　The　animals　with　redness　of　tnore　than’

10－mm　diameter　in　the　earl｛er　stages．　were　determingly　more　in

hyaJuronidase－BCG－grrollp，　the　differen’ モ?D　between　two　grotips　being

significant．　As　for　the　tuberculin　reaction　with　more　than　i　le－mm

redness，　difference　was　scarcdly　noticed　in　t’heir　diameters　between　，two

groups．　Using　gu　inea　pigs，　Birkhaug　also　fodnd　that　the　tubereulin

reaction　turned　to　positive　far　earlier　in　the　group　inoculated　with　BCG

vaccin　added　with　hyaluronidase出an　in出e　grOup　w豆癒BCG　vacci脆
alone．　ln　our　experiment，　the　rabbits　showed　no　d・ecrease　of　appetite

during’　the　observation　period　of　115　days　after　the　inoculation．　The

body　weight　inclined　to　increase　gradually　aユmost　equaHy　in　bo癒9rouPs・

　　　Macroscopical　anatomicai　findings　’revealed　remarkable　swelling　ln

local　axillary　］ymphatic　glands　in　both　groups，　but　almost　no　change　in

other　lymphatic　giands，　lung，　liver，　spieen　and　kidney．　The　development

of　ulcer　at　thc　site　of　inoculation　was　not　noticed　in　both　groups，　bttt

t’he　dissect　exarnination　made　11　days　after　the　inoculation　revealed

hypodermic　abscess　of　with　inside　caseated．　Such．　an　abscess’was　still

noticed　in　the　dissect　examination　made　on　11sth　day　after　the　inocu－

lation．　The　abscess　was　somewhat　larger　in　hyaluronidase－BCG－grottp

than　in　BCG－group．　By　the　quantitative　culture　for　acid－fast　bacteria　in

organs　and　lymphatic　glands，　bacteria　was　obtained　from　the　axillary

glands　Of　both　groups　on　nth　day　after　the　inoculation．・　The　number

of　bacteria　was　somewhat　larger・in　hyaluronidase－BCG－group　than　in

BCG－group，　No　bacteria　was　cultgred　from　other　lymphatic　g］ands　and

organs　of　any　stage．　There　waS’　no’finding　of　bacteria　which　invad／ed／

beyond　local　lymphatic　glands　in　e・ither　case　of　BCG　p1u．s　hya1uronidase

inoculation　or　BCG　alone．　KatoiO）　reported　that　bacteria　did　not　diffuse

beyond　local　lymphatic　g工ands　even　if　far　brger　amou且t　of　BCG　vaccin

than　that　to　nla且　was　inoculated．重。　rabbits’forelegs　hypGdermica正1y．

The　same　fact　was　also　noticed　by　Lange　Lydtin　and　othersi’）．　Birkhaug

inoculated　BCG　vaccin　added　with．　hyaluronidase　to　guinea　pigs，　and

r6cognized　that　the輔mbers　Of　bacteria　obtained　by出e　quantitat量ve
culture　of　lymphatic　glands　and　organs　wete　larger　・than　those　of　eontrol

BCG－greup．

　　　In　histo工ogical　examination，　the　inoculation　site　of　BCG－group．　had　a

circumscribed　lesion　which　was　enclosed　by　relative工y　thick　wall　of

granulation　tissue．　ln　this　granulation　tissue，　increased　infiltration　of

histiocytes，　and　cells　of　epithelioid　type　were　observed　remarkably．

Whereas，　in　hyaluronidase－BCG－group，　the　abscess　were　rather　larger’，’
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formation　of　granulation　tissue　was　inferior，　development　of　epithe！oid

cells　not　remarkab工e，　a皿d　tendency　of　circumscription、　weaker．

　　　　恥axillary　lymphatic　gla皿ds，　s工ight　reticulosis　was　observed　in　BCG－

group）　’and　re］atively・　diffused　proliferation　oE　reticulo－endothelial’　’cells

（reti’culosis），　in　hyaluronidase－BCG－group．　The　lymphatic　tissues　of　，the

latter　were　becoming　indistinct　in　their　tubercle　．boundary，　being　replaced

by　the　reticulo－end（）thelia工ce且s．．亙n　other　lymph興tic、9工ands，．、no　difference．

was　・noticed　between　two　groups．　No　change　was　observed　in　lungs・　of

both　grottps．　ln　the　liver　of　hyaluronidase　BCG－group，　swelling　’or

clouding　of．liver　ceユエs，　infiltratio箪．　of　round－shaped　celis，・and且brination．．

were　rather　remarkable　than　．in　BCG－group．，　ln　・’kidney，．swelling　of．

glomerula　and　epithelium．　of　renaユtubules　and・s工ight　infiltration　of

roundshaped　ceユ1s．were　observed　without　remarkable　differen．ce　betWeen

t－wo’ №窒盾浮垂刀D’　ln　spleen，　too，一difference　between　two　groups　was　not

distinct．　・
　　　1皿the　stained　preparations．　for撫bercie　bacilユi，．acidfast　bacteria　were

found　i亘inoculation　sites　of．　a簸i即a工s　of　both．grou．ps　u翠til・ユ15th　day　after．．

inocu工ation，　but　not｛n．ユymphatic　91and＄nor　Qther　orgahs．．

　　　B．　Larige　＆　K．　Lydtin　noticed　acid－fast　bacteria，　by．t－he　．histolo’gical

examination，　in　the　abscess　at　the　site　of　inoculation　fQr・31t4／raQnths，．’in

guinea　pigs　and　for　7－8　months　iロrabbits，．using　the　animaユs　inoCulated

BCG，　vaccin　hypodermically．　ln　our　experiment，　too，　acid－fast　bacteria

were　always　present　dttring　the　observation　period　of　about　4，’months，．

It　is　dithcult．te　’distinguish　the　number　of　acid7fas－t　bacteria　between　two

groups　from　the　stained　preparation．　Okuhara’2＞　considered　that　there

was　a　possibility’to　tum　tubercle　reaction　positive　even　if　the　in且ocu．工a－

tion　site・was　removed，　the　innoulation　site　which　elapsed　more　than　’7

days　was　less　significant，　・and　immunity　or　acquisltion　’of　tube；culin

allergy　was　participated　not　Qnly　by　inoculatiQn　site　bu，t－by　all　organs，

K．　Birkhaug　found　that　the　tubercqlin　reaction　turned　to　positive，　f．ar

earlier　in　the　group　inocttlated　BCG　plus　hyaluronidase　than　in’BCG

aibne，．even　when　the　inocu］ationsite　was　removed　1，　4　and　24　hours’

after　the　inoculation．　ln　our　exper．iment，　it　is　interesting　that　t．ubercu．lin

allergy　developed　earlier　in　hya］uronidase－BCG－group　than　in　coptrol

BCG－groups，　the　infiamation　range　at　the　inoculation　site　and　thq　abscess

were　Iarger，．encapsulation　and　fOr皿atiOn　of　granuユ耳tion．tisSu．e　weakex，．

number　of　bacteria　at　the　loqal　lymphatic　gland工argeτ，　the　bactegia　not．

invading　into　the　internai　organs　beyond　the　lymphatic　g］ands，　and　the

histological　change　was　rather　severe．

coNcptErslo’N

1），In　，　hyaluronidase．　一BCG－group　tuberculin　reactiDn　turned　to　pQsitive
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earlier　and　showed　more　frequent　the　redness　of　more　than　10－mm

diameter　than　in　BCG－group．

2）Body　weight　inc工ined　to　increase　in　both　groups　without　difference

in　weight　gain　between　two　groups．

3）In　macroscopical　dissection　findings，　there　was　swelling　in　工ocal

axMary　lymphatic　glands　in　both　groups，　but　no　remarkable　change　was

observed　in　other　lymphatic　glands，　lung，　liver，　spleen　and　kidney．　No

uユcer　was　formed　at　the　sites　of　BCG　inocUlation　in　both　groups，　but

subcutaneous　abscess　were　developed，　the　size　being　Jarger　in

hyaluronidase－BCG－group．

4）　ln　quantitative　cu］tttre　for　acid－fast　bacteria　in　organs　and　lymphatic

glands，　the　bacteria　were　cultured　from　axillary　lymphatic　glands　of　11

days　after　the　inoculation　in　both　groups，　the　number　being　s］ightly

larger　in　hyaluronidase－BCG－group　than　in　BCG－gr．oup．　No　bacteria　was

cultured　from　other　lymphatic　glands　and　organs　in　any　stage．

5）　The　histological　examination　of　BCG　inoculation　sites　revealed　that，

in　hyaluronidase－BCG－group，　abscess　was　larger，　encapsulating　tendency

weaker，　and　granulation　tissue　inferior　than　in　BCG－group．　Histological

changes　in　local　lymphatic　glands　and　liver　were　a　little　mor・e　severe　in

hya］uronidase－BCG－group，　but　no　remarkable　differe．　nce　was　noticed　in

spleen，　kidney　and　other　lymphatic　glands　of　both　groups．

6）　In　stained　preparation　for　tubercle　bacil工i，　acid－fast　bacteria　were

detected　in　all　inoculation　sites　in　both　groups．　No　bacteria　was　found

in　lung，　liver，　spleen　and　kidney．
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