
 Tetrabrorn phenol phthalein ethylester-kalium 反感と

『ツベ ル ク リン」の力債

(第3…報)理 化学的処理の影響

九州大学医学部細菌学教窒主任戸田忠雄教擾

武 谷 健 二

　　 前報 鋤 に於てTBPE反 応 を各種の「ッペ リク リン」

　　(「ツ」と略〉に応用 した結果 を報缶 したが 、更 に 「ツ」

　 に各種の理化 学的処理 を行つて、この反応 と てツ」活性
嘱　との関係 を明 らかに した

。

　　　　　　　　　　　 (2)　　　　　　　　　　　　　　　　 、

　　 1実 験 方 法 　 前 報 と同様

　　 11濃 縮 の 影 響

　 概ツ」 を水浴上 で濃縮 ナる際 の温度 を変 化 さぜた場合、

　 及び濃縮 の程度 を変え た場合につい て各反応 を調べた。

　 力価検定 には 、人型F株0・1mg感 染 后3～4週 目の

　 「モルモ ツ ト」に、濃 縮後 、蒸溜水 で原量に戻 した試 料

　 の2倍 液 を注射 した。

　　 A　 濃縮温 度に よる影響

　　 人型青肉B株 「ソー トン」昧の素変 法培地 、8週 培養

灘 各 …cぐ を水浴上で ・・鵬8・ ◎◎6・ ・Cで 売に

濃縮 し・蒸溜水で原量に堤 して各反応 を調べた。その成

績は第1表 仁 示す よ うに、TBP瓦XP両 倍数 とも濃 縮

后やや減 じ・「ト」沈搬量 ・蛋 白呈色反応 も総 て弱 くなる

が、「モ ーリツシユ」反応は変 らない。皮内反癒に よる力

価 も多 少下るが両倍数の低 下程は著 しく な い ようであ

る。濃縮 温度に よる差 は認 め られ ない◎

B漂 垂縮 の程度 に よる影響

ノ＼型Fる堵…、rソー・トンユ昧…ρ～素変法培地 の培 養濾液8種

を混合し・蹴 ゐに灘 したのち、とれを更に騒 に薄

して滋 訴 び蕾rに8・ ・cて濃編 した.ン(に、人型

融B株 のδ週培鯉8液 を・8・.cで 癒 論 一、

猛 万 に灘 した調 れも・蒸鰍 で原量に鍬 て飯

昂 ま2ξ9
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応 を調べた。その成績 を第1表 に示 す◎前者では、多少

の変動はあ るが 、濃縮 の度によって認 むべき差は見 られ

ない・即ち端 以上に脚 しても「ツ」の酷 蛋蝿

その他は大 して変化 を うげない と考 え ら れ る。后者で

は、両倍数 、「ト」沈澱量、各種呈色反応 、総て 、濃縮 の

皮 に応 じて漸議す る。但 し、XP倍 轡の減 少 度 は 小 さ

い。皮 内反応 の強度 も、濃縮度にあ る程度平行 して弱 ま

る。

第一2表

「
ツ
」
の
番

号ノ

S1066・

「
ソ
」

の
種

類

X

P

倍

数

…T
潟

p

E

倍
数

皿1濫 縮「ツ」相互間のT:BPE反 鷹 ～

普通用いられてい輪 飾 「ツ湘 互間で、T螂

反応 、.「キサ ソ トプ ロテイ ン」反応 と力価 との関係 を調 べ

た◎___.種の 「ツ」 を濃縮 した単独 「ツ」、及び数種の「ツ」

を混合 して濃縮 した混合 「ツ」 を用いt文 培地 と して「ソ

飼 トン」象の素変 法培地 、「グ リココール」変法培地 i及

び「グ リセ リン ・ブイ ヨン↓を用い た。人型:F株 を用い、

80◎Cで 濃縮 した。.力価検定は次の よ うに して行った。

S57は 、BCG陽 転者1名 に、標準 「ツ」及びT:BPE

倍数 でそれに合わせたS57の 、夫 々3段 階稀 釈液 をi左

右 前職に位置 をかえて注射 し、梅沢及び塩沢 の法9で 力

価推定 計算 を行った。S1016は 、箱崎 小学校児童 の、自

然感染者 ∴BCG接 種者、未感染末接種者混合集団157

名の左右前謄交互に、標準 「ツ」2000倍 液 とtTBP:E

倍 数でそれに合ぜたS1016820り 倍液 を注射 し、X2試

験 を行っ た。G:B11はtあ らか じめ精華高女生121名 に
ヌ
つき、S1016と 同様 の方法 で、標準 「ツ」 と力価 の等

しい事 を確 めた後、両倍数 を調 べ た のである。他は総

て、:BCG接 種 后6ケ 月日の佳吉及香椎中学校生徒 の両

側前歩 嬉交互に、標準rッ 」2000倍 液 とT:BPE倍 数 でそ

れ に合わせた試料稀 釈液 を注射 した◎ そ の 成績 を第;2

表 、第3表 に示す◎Sb7は0=1・021と な り1力 価ほ

ぼ等 しく灘S1016、G:B11も 差は認め られ ぬ◎Sb21,

S515iNδ02iは や 瓦力価強 く1S93、,N201、N50

1は 大体合って るよ5で ある。Cは 総て力価が強い◎即
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ち 「ソー トン」昧の素変法培地 、灘r・72は 混合「ツ」

単独 「ッ」 とも、力価 とTBPE倍 数 とが平行す るもの

が 多いが 、中には力価の方が や 工強 い ものがあ る。

戸 田、高木及び山田4)が 、「キ}反 慰と力価 の際 に述べ

た よ うに、特 に混合 「ツ」 に於てTBPE反 応 と力価 と

が合5と い う事実は見 られ ない。 「ソー トソ」「グ リコ=

一ル」濃縮 ザツ」は、前鞭)に 述 べた非濃 縮の場合 と同

様 に、総てTBPE倍 数に比 して力価が強 く、「グ リセ リ

ソ・ブイヨン」濃縮 「ツ」は力価が弱 い◎

rv「 ホルマ リン」処理及び透析の影響

「ホ ルマ リソ」 処 理 に よる 「ツ」 力 価 の変 化 に 関 して

は 、B◎uveyr◎ll5)以 来 多 くの 報 告が あ るが 、試 料 のP

H、 「ホルマ リン」 の%及 び保存 の温度 、期間に よ り繕

果はかな り異 つている。そ の後 、戸 田及び杉山3)は この
ぎ ノ

条件 を種 々に変 えて実験 し、「ツ」の非活性化 は 「アル ヵ

リ」 度が強 く、「ホルマ リン」%多 く、作用時聞長い程著

しいと速 べてい る。

「ツ」の透析 に関 して も多 くの報告が あ り、活性が透轡

性 な りとする人 々と、透過 しない とする人 々が ある。こ

れ も試料及 び透析 の条件が 復雑 で一致 しないためと考え

られ る。村 田7)は 種 々の透析膜 につ いて 、透析 日数 と(V一

もに蛋 白呈色反応は減弱す るが 、活性 の減 少は軽度であ

ると報 告 してい る。

人 型青山B株 、「ソー トン」昧 の素培地34日 培養濾液

18cc、 に、 「ホルマ リソ」2c◎ を加 え、PH9・0と し

室温 で1週 間放 置後 、5%「 コロジオ ン」膜 を用いて流水

申で2日 聞透析 して 「ホルマ リソ」を除 き、半量 を10(》

。C1時 間加熱 し半量はそのまX実 験 に供 した
。透析 の

の

影響 を見 るため、原培肇濾液10c・c・ をその まS同 様iに

2日 聞透析 した。以上の試料につき諸 反応 を調 べた。活

性 は,人 型青山8株0・hn～ 感 染饅3～7週 目の 「モル

モ ツ ト」に、各試料 の2倍 稀釈液 を注射 して調べ た◎

第4表

「
ッ
」

の
種

類

T
B
P
E

倍
数

X

P

倍

数

モ ル'モ ツ ト 皮 内 反 応

原 液
i・ ・55

1.40 i 5xδ} 14x14 ・2X・21 10×10

ホ ル マ リ ン加 加 熱
1・ ・4・ 1 0.40 6x6i ・3X・31 ・・×・21 10x10

ホル マ リ ン加 非 加 熱 } 0.40

』

1 0.45 ! 3x2{ 8x81 7x81 6×6

一

透 析
ヨ

E
O.40 0.55

ノ 」'

/1 14x14 11x11

解

i-/脚
}

その成績 は第4表 の よ5に 、両倍数 と も透析に より著

しく減ず るが 、「ホルマ リン」処理に よつては特に影響 さ

れない よ うである◎皮内反応 を見 るに、rホルvリ ン」処

理后加熱せ るもの と透析のみの 「ツ」は、原液 とほ とん

ど変 らぬ活性を もつてい るが 、「ホルマ リン」処理後非加

熱 の ものは著 しく活性が弱 まる。「ホルマ リソ」に より、

自然 蛋白量変 化な く活性のみ減 ずることは 、「ツ」活性が

蛋白の一定 の極性原子図 に関係 しそ るこ とを想 像 させb

文加熱に よ.り活性 ¢)戻ること、邸 ち 「ホルマ リソ」の作

用が可逆的なこ とは ・戸田及び杉山勢 も報 告 し て いる

18
㌔
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がt興 味あ る事 実 と考 えられ る。又透析 によ りiTBPE

倍数が減少す るに も係 らず 、活性低 下少ないこ とは、活

性因子 と 「ツ」中の蛋白量 との聞に:本質的関係のない こ

とを思わせ る。又XP倍 数 について も同様で、「キ」反

応陽性物質 と活性 との間には、同様 に本質的関係はない

と考 えられ るo

V「 トリプシン」三省化による影響

「ト リプ シ ン」、「ペ プ シン 」消 化 に よ り 「ッ」 の 力 価が

落 ち る こ。とは 、Da血610polu8)以 来 多 くの報 告が あ り、

Seiber働 も 「ツ」 活 性因 子 が 蛋 白質 性 の もの で あ る こ

との論 拠 と して い る◎

人 型 青 山8株1「 ソ ー トソ」昧 の素 培 地34日 培 養 濾液

100cc及 び人型F株58日 培養濾液200¢ 縞 を夫 々PH

8・0と し、0.2の 割 に 「トリプシン」(Gruber)を 加

えて、37～3S。Cに 保 ち、一定時間毎にその一部 をと り1

100◎C1時 間加熱 して后各反応 を調べた。皮 内反応はi

前者では、原液1550倍 に、・T:BPE倍 数 で合わせた各

試 料「ツ」を、自然陽転人体前臆面働 に位置 をかえて注射

した◎后 者では 、同様に、原液2700倍 に相 当 して稀釈

した各試 料 「ツ」 を用い、医学部附属病院看護婦の前震

両側に交互 に注射 した。爾、后者 の場合は、原培養 濾液

に も 「トリプシン」を0.2%に 加え、直ちに100◎C1

時間加熱 して、「トリプシン」自体 の諸反応への影響 を相

殺 させた。 その成績 を第5表 及び第6表 に示 した◎両実

験 ともに、TBPE倍 数、「ト」沈澱量 は時間 とともに著

第5表

「
ヅ
」

の
種

類

原 液

T
B
p
E

倍
数

1.b5

消 化15分 1.40

消 化30分 1.00

消 化60分 0。90

消 化180分 0.80

X

P

倍

数

1,401
1.40

1.30

「
、
」

沈

澱
量

人 体 ・皮 内 反 応

6

2

痕 跡

1。35i痕 跡
き

・.30擁 跡

消 化400分 0.60 1..25擁 跡

12x・219x2・

10x10
●

16x16

8x8 14x15

6×6 ㌦14x15

/吊
11x1`'

11×12

9xg

5x6{
6x6

14x14 8xS

・2x・3し 一

"

第6表

一1)

「
ッ
」

の
種

類

原

T
B
P
E

倍
数

X

P

倍

数

液俘7中;6・

也

レ
ッ
ト

反

ト
」
沈
澱
量

rlビ 応1ミ

15

消 化25分;・ ・6・

消化6・ 琳 ・・

消化 ・8・分lq8・
牌

靴4・ ・分;α7・

瑚7

俘6・/4
2.60

255

2

痕
跡

十

ン

反

応

ホ 姻 モ反F
プ反11応

キ応
ン

ス
コ

到 蒔

リ

ツ

シ

ユ

帯

+}±1升 帯

+1± 匿 冊

+ト 囲 冊

+i± 囲 珊

2)

窄

曳 ＼ 原
2700倍

液

■ 12x12 12x12 1
■ 3×3 4x4

■

11
20x2り

㌔2σ
x20

■

■ i 20x20

2Sx30

25x30

22x25

■ 月 12x12 15xI5

消 化25分1
600倍

i2・x2・

3)

1原27。 。倍 液

■ 8x8・

■ 17x18

■ 18×18

消 化60分
1000倍

6×6

18x20

17x17

■ 18x1δ 14x14

■ 3x3 4×4
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4)

}

原 液
2700倍 、

消 化 ユ80分
800倍

■ 18x18 14x14

■{・6x・6 14×14

■iユ8x・8 15x15

■ ;25x25!23x%
i} 24x2512、)x20

■1・3x・3{16x15

■i2σx2り1・ δx・8

■ 34x31 2〈)x20

5)

f

一

…
茎

,

脾 幻・・評
消 化40分700

倍

■lBx2・}・5X・5

■1
一 、

・20×20!17×19
卜

一　 一一}

■123x23125×23

■}・6x・6i・ ・×・・

■20x20}14x15
鴨{　

■i粥xユ619x10

F

■i 20×2ゴi15x18
}

減す るが、XP倍 数及 び諸呈 色反応 はあま わ変 化 しな

い。力価はTBP:E倍 数 に比 し更に弱 くな る よ うであ

る◎消化 とともに力価 の減弱 することほ 、活性が 蛋白質

と密接 な関係 のあ ることを思 わせ るがiTIBPE倍 数 の減

弱 に比 しそ活性 の低 下の著 しい ことは 、「トリプ シン」が

i蛋白質の分解以外に高接活性に影響 を及ぼす のではない

か と推i測させ るoしか し「ア ミノ」酸i「ボ リペ フニチ ド」も高

濃度では呈色を見 るので、蛋 白分解産物 の呈 色のためか

もしれない◎XP倍 数は、消化が進み活性が落 ちて も変

化 せず、rキ」反応陽 性物質が直接活性に関係 のない こと

を明 らかに示 してい る。

VI納 製 「ツ 」劃 分 とTBP耳 底 鷹

A精 嚢蛋 白劃分 π

戸 田 。貝原 ・中川及び杉山{o)1り等 の方法 で πを作 り、

蒸溜衣10c・cに10mgを 熔 解 し諸反応 を調 べた。n

山は人型青山:B株 「ツ」 よ りの もあで、他は人型F株 ・

「ツ」より作っ た◎ π12は;製:造 後1年8ケ 月保 存の もの
J

で1他 は総て製造後3ケ 月以内 である。力価検定 には、

人型:F株0.1xng感 染後4～5週 目の「モル モ ッ ト」につ

き、T8P:E反 応で標準 「ツ」20倍 に相当す るよ うに稀

釈 して皮内反応 を行 った。 その結果 は第7表 の よ5に 両

倍数 は皆大体一致 し、力価 も大体等 しい◎只X12が 保

存 の長い ためかや 蒸弱い。菌株に よる影響はない◎

B電 気透析 「ツ」:FD

電気透析に よるCツ 」の精製に関 してはSeibgxt及 び

Ha誌e埼 の報 告が あるが 、沈澱 について詳 しい記載は
爆 「

第7表

」
嘱
ー

ヲ
ー

の

種

類

賀961

駕12

貿 膏 山

賀T

ED35

ED'417

1

丁
丑
P
E
倍
数
一
即

2.9

3.1

3.0

0。6

0.4

x

p

倍

数
蕪

2.6 {
2.6ぺ{

2。6

1一
/

な く、貝原及 び高木鋤はt「 スタディ...」の透析 器を用い

て蛋白性の沈澱 を鴛へ全「ツ」としての活性 をもつことを

報告 したが、透析時 の諸条件 を明 らか に していない。、

「パ ウ リ」の電気透析器 を用いて沈澱 を得てゼ諸反応 を

モ ル モ ッ ト 皮 内 反 応

/}14x・4}/17x8

8×8

10×11

11x11

12×12

〆 ノ 潔で で

βX3

㌧/{/
6×6

7x8
檜,

ユ4X・51 ・4×4 3x8

8×8 9xg 3×3 8×8

/ 14x15 {/ /
調べた。「セ 御フア ン」を透析膜 としi110「 ボル ト」の直

流 を通 じ・試料 中を流れ る電流 が環流水 のそれ と等 しく

なるまで透 析 した。

透析膜聞3・5c皿 ・、 白金極板聞4・0。血・、極 板の半窪

一_幽20一 一_
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は2Semで ある。今 回 の笑験 に用い たED35及 びE

第8表

D4:7に つ き透析時 の条件 を第8表 に示す◎透析終予時

豪

「
ツ
」

の

種

類

ED3δ

ED417

菌

株

人E

人F

培

養

日

数
(
日
)

64

環

流

水

透

析

前

P

H

蒸
溜
丞

6。S

64
水
道
水

7.6

副 灘
を時 に
生間 要

総 髭
雲 時
ま 闘

30

透

析

後

P

II

3505.8

3360 5.2

沈

澱 葉 孕 壽 麦 慈 の

の

量

.〈mg)

ビ 反:キ 躊 応

ユ 応{サ テ

レ1ン イ

ソ1ト ソ

ト …フ 反

ユ
反

応

モ
ー

リ

ツ

シ

「
ト
し

沈

澱

25十 十

35i+ 十

〆
井

帯

㌔

の上溝 は、貝原及び高木恥 によれ ぽ蛋白呈色、沈澱 反応

消失す ると述 べてい るが必ず しもそ5,で なかつた。沈澱

は水 に難i溶なので、PH7・0の 蒸溜水10c.c.に10mg

を加え、二昼夜370Cで 放 置後 、遠沈 した上湾を笑験 に

用いた。故に濃 度は明らか でない。

諸反応 の成績 は第7表 に見 る様 に、xと 比ぺ ると、

TBPE倍 数に比 して、ED417は 力価同程度 であ るが 、

ED35円 は力価弱い。環 流水 の相違 もあるが、透析時 の

条件の僅 かな差が沈澱 の性質 に影響 を興える ものと考え

られ る。

C「 メタノール」rツ」糖

杉山t4)、貝原及び高木15)は、「ツ」を無水の状態で 「メ

タ ノール」で抽出 した μが 、蛋白反応弱 く活性がかな り

強いことを報告 してい る◎

彼等の方法に よ りμを作 り、蒸溜水 で10倍 に稀 釈 し

て諸反応を調ぺた。力価検定には 、人型F株0・1mg感

染後4週 目の 「モルモ ツ ト」に、 標準 「ツ」 及び"の

各10倍 液 を注射 した。第9表 にその成績 を示 したが、

第9表

「
ッ
」

の
種

類

p1610倍

標 準rツ 」10倍

T
B
P
E
倍
数

0.15

1.00

X

P

倍

数

0.5

1.0

ミ

O

ン

反

応
ψ

応ピ

ユ

レ
ツ

ト
反

井 土

レ
反

応

ホ
プ

キ

ン

ス

識

十

十

「
ト
」
沈
澱
量

痕
跡

1.0

モ ル モ ッ ト 皮 内 反 応

18x18

19x20

10x10

10x11

16x16

15×15

峨 騨 ツ」に比しTBPE緻 緋 ・XP鱗 峠 で

あるに も係 らず 、力価は等 しく、両呈色反応特 にTBPE

反応呈色度は活性 と直接関係のないことを示 している。

VIIむ す び

・)「 ツ」を灘 す ると噛 量 になるまではTBPE倍

数はその濃縮度 に応 じて下 り、力価 も平 行 して 落ちる

カ㍉XP徽 の鰯 まや溺 い.抽 上1こ濃総 ても、

又濃縮 温度を ユ00。C・80◎C,60。C'と 変化 させて も、諸

反応に強い影響は見 られ ない。

2)養 灘 「ツ」糖 間に於ては、同一繊 の培地よ
も 　

りの 「ツ」では)両 倍数 と力価は多 くは平行す るが、組

成異 なる培地 よりの 「ッ」は全 く平行 せず、又 混合「ッ「

で特に一致 する とい う事実は認め られ ない。

3)「 ホルマ リソ」 を瓜 えると両倍数に変?tな く力価

下 り、「ホルマ リソ」 を除いて加 熱 す ると力価は元へ堤

る0

4)「 コロジオ ン」膜 で2日 間透析す ると、両倍数 は下

るが力価 は殆 ん ど下 らない◎

5)「 トリプシソ」消化を行 うと、 消化時聞 とと もに

TBPE倍 数 は下るが 、XP倍 数 は変化 しない。力価 の

減弱 はTBPE倍 数の低 下よ り著 しい。

6)精 製 「ツ」蛋 白質ecは 、ほぼ等 しい力価を有 し、

両倍数 の値 も等 しい。菌株 による差は認め られ ない.

一一_21__一



7)電 気 透析 「ツ」EDは 、試料 によ りTBPE倍 数

と力価 との関係が異 なる◎

8)rメ タノール」 「ツ」μ は両 借数,特}こT8PE倍

数 に比 し著 しく力価が強い◎ ・

以 上の結 果 より、「ツ」活性因子 はTBPE反 応 陽性物

質一蛋白質一及び 「キ」反応陽性物質 と屡 ヒ伴つて存在

す る ものであるが 、その間には一嚢 的 な関係はないこ と

が明 らかにな り、前報黛)の結論 が確 められ た。又両反応

と も適 当に眉 いれば、同一条件 下の 「ツ」相互の相対的

力価 を、その反応 の呈色度に よ り簡 単に推定す ることが

で き、便 であるが 、活性 と一嚢 的 な関係 はないか ら、正

確な力価の検定 は爾動物 の皮内反応 に よらぬばな らぬ。
◎

(戸田教 授の御指導 と御校閲 を感謝 します)

(本研究 は文部省科学研究費 による)
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ス トレ プ トマ イ シ ン に よ る結 核 療 法 の 病 理 解 剖 学 的 研 究 黄

第二編　ス トレプトマイシン療法の肺結核殊に粟粒肺結核に対する影響

　　　　　　 札幌医科大学、病理学教室(主任、新保幸太郎教授)

　　　　　　 新 保 幸 太 郎 塚 。田 英 之

静本 研究は我 々が北方結 僕研 究所病理部在爾中 より引続 き行つ てい る もので、前北方 詰核 研究所長 、有馬博

士 、北 大病理 、武 田教授 の多大 な御授 助 を載いた。

第1章 ま え が き

我 々は第一篇に於て ス トレプ トマイシソ(以 下 「ス ト

マイ」 と省略)療 法 の結核性髄膜 炎に及ぼ す影響 を検討

し、病理解剖学的 及び組織学的面か らはその生命 に対す

る効果は悲 観的 であ り、病 変自体 について もその効果に

隈界が ある事 を論 じた。結{亥の化学寮法 の歴史が失敗の

連続 であつて 、幾 多の薬物が彗星の如 く斯 界 に あ ら わ
む

れ 、久彗星 の如 く忽ちに して姿 を消す事 は、結核 の化学

療法が如何に困雑であるかを物語つてい る。 それ だけに

今 回華 々 しく発場 したス トマイ療法に期 待 す る所が多

く、少 くとも臨駄的には今 まで発表 され た化学寮法剤中

最 も優 秀な ものの一 つである◎本 報に於"蔦は約70例 に

達 す る我 々の剖検記録中か ら肺結核、殊 に粟粒肺結核に

関 する事項 を選 んで報告 したい。

第2章 剖 検 記 録

当局 の指示に よつて一応適 応症が きめ られ て い る の

で、脳膜炎例が最 も多 く、粟粒結核症例は之に次 ぐが、

最近は一般肺結核に も適応が認 め られ るよ うに なつた。

勿論脳膜炎例 と錐 も、多 少に拘 らず、肺に結核病 巣 を有

する もので、その意味からいえば全剖 検 例 が 肺結核で

ある。

(1)臨 躰所 見の概略

各例につき臨肱的寓項 を詳細に述 ぺ る事は不 可能であ

るので・その重要 な事項は第一表に示 され る◎ 第一 炎に

於てはた とえ肺結核 のためス トマイ治寮 を行つ た もので

も脳膜炎を併発 した ものは除かれ 、之 は第一鷹 第一表 に


