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ツベルクリン特にその製法に関す る再検討

第3報 結核菌の発育経過と培地組成変化・「ツ」力価の推移との関係

京都大学結核研究所緬菌血渚学部(主任 植田教授)

白 石 正 雄

C本稿の要旨は第2δ鳳日本結懐病学会総会に於て演述した)

緒 言

著者は第1報 りにおいて「ツ」製法の操作及び力価検定

法について、さらに第2報2)に おいて呈色反応、皮内反
穐応
、致死反応の間の関係について吟昧 した。けだ し結核

菌の発育経過と「ツ」産生状況を關明することは、「ツ」を
の

つ くるにあたつて最 も重要なことと考えられる。結核菌

の「ツ」産生量の推移に関 してはBoquetetBreteyx)の

報告があり、「ツJ産生 と培地成分の変化との関係につい

ては戸田4)貝 原 ・杉肉等5)の 報告があるがなお不明の点

が多いδ著者は本実験において菌の肇育経過に伴5発 育

菌重量、単位菌量中の生菌数とその発育力を観察 して、

「ツ」力価及び培地組成変化の推移との関係を検討 した。

案 験 方 法

〔わ 結核菌の液体培養における発育菌重量 、単位菌量中

の生菌数 とその発育力の測定

人型青叫B株 のソートソ培地(pH6・8)200ec(100cc

分注 コルペソ2個 宛)上 の発育を追つて、2,3,4,5,

6,7,S,10,13週 における生のままの全菌量をスパー

テルにて減菌濾紙上にとり、37。Cに2～3時 間乾燥 し

た後、化学天秤にて秤量 した。生菌数は上記菌塊中より

10-4,10-s,10-6mgの 菌量の食塩水浮游液(0・1cc)

をつ くり、上坂友田培地10本 宛に流 し込んで37。Cに

培養、1月 後発生 した李均集落数を以て しめ した。菌の

発育力は、上記培地上にて最初に集落を発見 した日数を

以てしめ した(第1表(1)、 ② 、(3>、第1図)。

〔H〕 「ツ」力価灘定法

上記の青山B株 ソpmト ソ培養の各培養時棚 の培養濾液

より、70-SO。Cの 水浴土における蒸発濃縮法にてつく

つた「ツ」の10iる0,100,500倍 稀 釈液O.1ecを 結 捜

海翼(フ ラソクフル ト株1mg皮 下i接種後13日 及 び3S

日)の 背側の一方の皮内に注射、対照 として射側の皮内

に伝研旧 「ツ」の同」L稀釈液0・1c。 を注射 して、発赤

駁 時間値及び4S時 間値(硬 結又は浮腫と共に)を 測定

した◎致死反応は感染 舗 乃至38日 後の結核海摂を各

「ツ」について2乃 至3頭 宛、各培養時期 の「・7」O・15--

O.50ec(0.05AO.10ccper100gB◎dy-Weight)を 皮下

注射 した。注射陵ユ時間以内にアナヒラクシー死を呈し

なかつたことを確めた うえ、更 に24時 間以内の致死状

況を観察、致死 したとき直ちに剖検に付 した◎ しかして

内臓(肺 、肝、脾、腎、副腎)に おける精核病竈及び接種

局所、近接淋巴腺の周囲における出血性変化、腹水の潴

溜を確認 しえたものを陽性 とした。 しか し24時 間以内

に 「ツ」皮下注射にて致死 しなかつた動物でも、過敏シ

ヨツク症状が相当著明であつて、致死に近い衰弱状態に

なつてから回復 した場合 も同様致死反応陽性とした(第

2表(b),〔1〕,〔 皿〕,第2図)。

〔III〕培地組成変化の観察法
ま

第2報 におけると同様、X"illB株 ソートン培地培養の

経過を追 うて、培養濾液あるいは濃縮 「ツ」(70。一一80。C

又 は100。C蒸 発濃縮)の 倍数稀釈液O・5ccに 各呈色反

応試薬ニシヒドリン反応,ミ ロン反応、モーリツシユ反

応、ピユレツ ト反応、キサソ トプロテイン反応、アダム

キウイツ反応、坂 口反応、硫化鉛反応、 ユラソデル反

応、ヂアゾ反応)0・2cc宛 を加え、反応陽性の最高稀釈

倍数を求めて、培地組成の変化を追求 した。蛋白沈澱量

は各 「ツ」の倍数稀釈液O・5caに 倍量の20%三 塩化

酷酸を加えて沈澱を生 じた最高稀釈倍数をもつでしめし

た(第3表b第3図)o

〔IV〕 蛋白沈澱剤によつてえた結核菌発育培地中の粗

蛋白量の推移

上記三塩化酷酸による沈澱反応の強 さによつて蛋白量
の

の推移を求める一方、硫酸安門、燐タングステソ酸、三

塩化酷酸等の蛋白沈澱剤による沈澱を秤量 して 比較 し

た。すなわち培養濾液5cc宛 をまずpH7.0に 修 正

し、硫酸安門を完全飽和 し、生 じた沈澱を遠心、沈澄を

1%苛 性曹達液にて洗濫 した後 、沈渣全部を硫酸紙Lヒに
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のせ室温にて乾燥、秤鐙 した。また同様培養濾液50cに

5%燐 タ ソグステソ酸(3%の 割合に濃硫酸加)を 倍量 ・

加えて生 じた洗澱を遠心 し、沈渣を少量の蒸溜水にて洗

濫 し、乾燥 し秤量した◎更に培養濾液5ecに20%三

塩化酷酸を倍量加えて生 じた沈澱を遠心し、沈渣を少量

のエーテルにて洗灘 し、乾燥秤量 した(第4表 、第4

図)◎ 鍔

実 験 成 績/

〔1〕結核菌の液体培養における発育菌重量、単位菌量

第1表

(1)発 育全菌量の経過

中あ生菌数とその発育力め推移

第1表(X)、(2)、(3)及び第1図 にしあすように、青山B

株 ソートン培地上における発育の初期2,3週 には菌重

量の増加にともなつて生菌星も増加 し、3週 にて最高値

に逮 し、以後生菌数は急激に減少した。菌重量は3週 以

後若干減少したが、培地表面に残存した菌膜より薄い菌

膜が拡がつて、禰 び菌量は僅かなが ら増量 した。との増

加は6週 にて頂上に逮 し、以後13週 にかけて減少の一・

路を辿つた。発育力ぱ4週 までは略Si一 定 していたが、

5週 以後急にi麦えた。

青山B株 ソー トン培養経過における発育全菌量、生菌数及び増殖の速 さの推移
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〔II〕 発育過程中の結核菌の形態変化

上記のような菌重量、生菌数の変化にともなつて菌体

は形態学的にどのような変化をしめすであろうか。かか

る目的をもつてソートン培地培養の青山B株 菌膜の申央

部と辺縁部より小菌塊を≒り、卵白グリセ リソを塗 った

スライ ド硝子上に貼布 し、乾燥固定後、チ{ル ネールゼ

ン染色を行つて形態構造を観察した。すでに植田教授の

説かれたよ5に6)、 発育初期菌膜の辺縁部に柔軟な繊維

状体が くね り・その尖端に少数の非抗酸性形を認めた。
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それ より菌膜申央部にかけて李等 に赤染した桿菌が連な

つていた。発育4,5週 よ り菌体中央または両端に濃赤

色の大型穎粒が1個 または小型のものが2～3個 あらわ

れた。7週以後穎粒構造となりも以後このまま経過した。

〔III〕 結核菌の発育にともなう液体培地組成の変化

及び「ツ」力価(皮 内反応、致死反応)の 推移

第2表 及び第2図 にしめすように、青山B株 ソートン

培地2,3週 培 養液 より、70。一一80。C蒸 発濃縮法にてつ

・くつた 「ツ』1こは多膳体は相当含まれていたが、蛋白量

'ま極めて微量であつた。これらの 「ツ」の皮内反応にお
蓼

ける力価を、俵研 「ツ」のそれを標塗(1.0)と して、第

2表 及び第2図 にしめしたが、結核感染13日 後の海猿

皮内反応 の24時 間値は相当強 く・48時 聞値は律弱であ

つた◎感染38日 後には、かsる 相違は目立なくなつ

・た◎また致死反応のあらわれなかつたことは注目に値す

る。5,6遁 似 後の培養液よりつくつた「ツ」では蛋白量は

相当増量 し、糖質ア ミノ酸は忌定値に達 した。このころ

培地pHは4・4-4・6に 一定 し、皮内反応Pt時 間値 とゴ

48時 間値の間 に著 しい差はみられなくなつた。致死反応

も増強して一定値 に達 した。

第2表(a)青 山B株 ソー トン培養における培地組成変化の推移

呈色反応及び蛋白沈澱反応(反 応陽性最大稀釈倍数にてしめす)

}培劃 2剥 3週
14週1
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21 ・61 ・61 2・ ・} 2・i 2・ い ・i2・12・1 40

(b)青 山B株 ソートン培養における「ツfJ力価の推移

〔1〕 皮内反応(伝研「ツ」の力価を1・0と す)
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〔∬〕 致死反応
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括弧内の数値は致死しなかつたがシヨツク症状によ

つて致死反応陽性とした動物数をしめす。

蓼

〔脚 〕 結核菌発育中の培地の呈色反応及び蛋白沈澱

反応の描移

前節の成績と多少重複するが、第3表 及び第3図 にし

めすように、青山B株 ソー トン培地培養の 経 過 を追つ

て、培養濾液或は濃縮液(70。-80ecま たは104。C)の

呈色反応及び沈澱反応の推移を観察 した。モーリツシユ

反応は上記の如 く、漸次増強 して3」-5週 にて最高値に

達 した。ニソヒドリン反応は減弱し、途中(3-6週)一 且

Plateatiを つ くつて両び減弱 した。ミロン反応は4週 ま

内
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で増強 し、-6過 にて最高値 となり、6過 以後減弱し のまま経過 した。坂口反応、硫化鉛 反 応 は陰性であつ

た。爾他の呈色反応 ビaVツ ト反応、キサYト プロテイ た◎

ン反応、アダムキウィツ反応、ニランデル反応は弱陽性 第4表 及び第4図 にしめすように、硫酸安門及びヨ塩

第3表 青山B株 ソートン培養における星色反応の推移'

舞

呈 色 反 応

モ ー リ ツ シ エ 反 応

高 ン ヒ ド リ ン反 応

ミ ロ ン 反 応
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3第

化酷酸による沈澱蛋白量は大体並行 して2--5週 にかけ

て増量し、5--8maに て大体一定 した。燐タソグステン酸

による沈澱量にてはかかる変動を認めえなかつた。これ

拡燐タソグステソ酸が第二隣酸加里、拘鞠酸鉄安門、アソ

第4表

234・56マ.89奪O遡

モニア等の塩基と化合してできた塩類の沈澱が相当混入

したためと考えられる。 筆

(註)以 上の成績は毎週2日 宛停電のために贈卵器の

温度が動揺した時期にえられたものであ?て 停電のない

青山B株 ソートン培養濾液における蛋白沈澱剤による粗蛋白量の推移
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考 按

「ツ」は結核菌の増殖時に産生せられるもめか、あるい

は菌体の自家融解(A丘to工ysis)と 共 に外に出されるも

のかを臨明することは、「ツ」をつくるにあたつて最 も重
コ　 つ

要 な こ と と考 え られ る。BoqnetotBretey3)、 戸 田4)貝
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原 ・杉山5)等 の成績から、「ツ」活性は菌の堰殖 と共に増

強 し、互に密接な関係 にあるらしい◎更に 「ツ」活性は

「ツ」蛋白量とある程度並行関係にあるが、「ツ」蛋白のみ
の

ではあらわされないという◎第2表 及び第2図 、第3表

及び第3図 とを比較対照するとき、菌重量及び生菌数の

旺盛な増加をみる2、3週 の増殖期に 「ツ」 も旺盛 に産

生されたことは、先人の成績に一致するものである◎

菌重量の変化は次の単分子触媒反応曲線7)M◎nomO-

Iecular…AutocatalyticReactiouCur▽e)に 大体一致す1
～

る。

r」2AX:培 養 週 数A=6.31391
+ρ 一のY:発 育 菌 重 量

また 騰 翻 ヒは 「(P)函111!lii8i)(一∫
。coxp-Se-xdx)

をあらわす曲線 にてしめされる9)。

r一脚 ♂一誰 釜 蓮 響 簸

撫 誓 く・・一・皿9鹸)・

又は署(・ ・-Smg曲線)

さ ら に結 核菌 の発 育 力 に関 して は 、最 近(}・P・You-

mans&A.S.YoumanstO)等 は(気Haguesの の増 殖

率K-1◎9㌃109%瓦 の齢 塒 聞後にbgに 髄

した場合)は ・一定菌株については一定して い ると述べ

た◎第1表3)よ り、青山B株 ソー トン培地培養4週 まで

は発育力は略々一一定 していて、Youmans等 の所見と一

致 した。第2表 及び第2図 の培地組成の変化 と皮内反応

及び致死反濾 の力価の推移とを比較対照するとき・皮内

反応の24時 間値(ア ルツス型)E)iX)は 糖質 と密接に関

係 し、致死反応 との蘭係は稀薄である。また致死反応は

皮内反応の4S時 聞値(ツ^ξ ルクリy型)と 並行 し・蛋

白体の出現(勿 論24時 間値とも関係あるが)と密接な関

係 にあるeこ の結果は第2報 の成績 とも一致すると考え

られる。

結核菌々体の自家融解は菌の発育に伴 う形態変化を観

察 しても認められたのであるが、菌重量は6週 より13週

にかけて漸次減少 し、ニンヒドリソ反応及び三塩化酷酸

沈澱反応、さらに 「ツ」皮内反応力価が13週 以後増強

した事実等は菌の自家融解の促進に因るのではないかと

考えられるが、詳細は後日改めて検討 したい。

第3表 及び第3図 の培養濾液と濃縮液(70◎ 一…80。C及

び ユ04◎C)との呈色反応を比較するとき、濃縮液の濾過

の際根当量の蛋白、ア ミノ酸、糖質が失われることがわ

かるeし か し第2報 に述べた如 く、濃縮によつてかえつ

て 「ツ」力価の増強をみるのは濃縮による膠質性の変化

(変性蛋白の出現)が 大きな役割を果た していると考えら

れる。.・

要するに菌量、生菌数の増加と共 に、培地中に最初糖

質が出現 し、「ツ」活性はアルツス型反応の増強となつて

あらわれ、蛋白の出現によつてツベルクリン型反応も増

・強 し
、最高頂の発育に達す ると培地pH・ 糖質量 ・蛋自

量、アミノ酸量、「ツ」活性共に略 嵐一定値となる。'更に

培養がすすんで菌体の自家融解が起るとアミノ酸、蛋白

量が増加 し「ツ」活性 も若干増加するのであろう14)t5)。

結 論

ユ.青 山B株 のソー トソ培地上における発育において・

発育2,3週 の頃は生菌数の増加にともなつて菌重量 も

増加 し、姦頂期をすぎると生菌数は急激に減少していつ

た。菌重量は6過 より13週 にかけて漸次減少 した。 これ

は菌体の自家融解の促進に因るのではないかと考えられ

る。

2.発 育最高に達 した3,4週 の頃、培地pHは4・4

・一・"E!.6に達 し、以後この値 に一定した。モ・・リツシユ反

応は漸次増強し、3-5週 にて最高となり、以後一定 とな'

つつた。ニソヒドリソ辰i応途中Plateau(3-6週)を つ

くて減弱 し、 ミロン反応は一旦最高値をつくつて減弱 し

た。

粗蛋白量(硫 酸安門沈澱、三塩化酷酸沈澱 ともに)は

発育初期(2週)に は微量であつたが、発育最盛期(3

週)に 逮 したのち、.一定値に達 して経過 した。燐タソグ

ステソ酸による沈澱量はかかる変化をしめさなかつた◎

3・ 「ツ」活性は隼菌数及び菌重量の旺盛な増魏 と共に

増強 し、 発育最盛期には 「ツ」力価 も大体最 高 値 に逮

し、以後多少動揺はしめしたが略 ≧一定 し、13週 以後僅

かに増強 した。これも培地のアミノ酸、蛋白量の増加 と

共に自家融解の促進によると考えられる◎発育初期の蛋

白を殆 ど含まない 「ツ」には多糖体がかなり多 く、皮内

反応は24時 間が48時 聞値より大であつた。致死反応

はあらわれなかつた。菌の発育がすすんで、蛋白の刎

なつた 「ツ」では逆に皮内反応48時 問値が楢強 し、ま

た致死反応 も増強 し、皮内反応 と同様殆 ど一定値のまま

携移 した。すなわち多糖体は皮内反応24時 聞値に、ま

た蛋白体は4S時 間値及び致死反応に密接に関係 してい

る。この結果は第2報 の成績 と丁致 している◎

4.培 養濾液の加熱濃縮濾過の操作によつて相当量の

蛋白質、糖質、アミノ酸が失われた。これは第1報 の成

績 と一致 した。

.獺筆するにあたり植田 教授の 御指導御校閲を深謝 す

る。
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肺結核患者の蛋白中間新陳代謝に及ぼす 「ビタ ミツ 」

Cの 影響

国立岩国病院(指 導 稻田進)

・ 小 川 保 一・

1緒 ・ 言

肺結核の治療に関して 「ビタミソ」C(以 衝V.Cと

略記)が 好影響を及ぼすか否かについては夙に多数の学

者により考究せられている。たとへぼHes謝bachは 肺

結核の軽重はV・Cの 欠乏と並行 し1)西垣、2)辻 本は

郎れそれ患者血溝申、脳脊髄液申のV・C量 は肺結核

患者においては著明に減少をみると述べ、3)藤 井は臨床

的に、4)石 田は笑験的結核について副腎皮質「ホルモソ」

とV・Cの 併合療法は肺結核の進展を抑制 し,ま た5)永

山氏は空洞形成にV・Cは 抑制的敷果を及ぼす と述べ

ている。が しかし一方Bnrkh塾rd等 はV・C欠 乏と結

核の進展とは全ぐ関係がないといつてお り、また6)水 谷

等は蛋白代謝の面から、7)藤野は尿中「ウロビリン」体を

測定 して肺結核患者にV・Cは 何等好影響を及峰さぬ

と述べている。

か くの如く各諸家によつて異論がある所以はV・Cの

有する極めて複雑な生化学作用に基 くものと思 わ れる

が、私もまた肺結核患者の血清沃度酸値、血漿 「トリプ

トファソ」量(以 下血漿「ト」と略記)、 赤血球沈降速度及 ぜ

ぴ尿中「キヌレニソ」(以下尿中「ギ」と略記)量 を測定 して

蛋白中間代謝の面からV・Cの 肺結核に及ぼす影響を

追及 したのでここに報告する。

2案 験 方 法

実験に供した肺結捜患者はすべて国立岩国病院入院患

者にて一定 「カロリー」の賄いを受け、殊に検査中は可
ず

及的に食事摂取を一定ならしめるように注意 した。しか

してV・C投 与前後における患者血液について血漕沃

度酸値・血漿 「ト」量併びに赤血球沈降速摩を・また尿

中への 「キヌレニン」体排泄量を測定 してその増減を追

及 した。

測定方法としては血漕沃度酸値は3》西垣 氏 変 法を用

い、血漿 「ト」量は9)今 井氏改良法により赤血球沈降遠

度はWestergren氏 法 に従い、尿申「キ」体の測定は 二〇)

古武、川瀬氏法を採用 した。

なお採血は早朝笙腹時を選び、患者の肘静脈より採血

し・血液凝固阻止のため血液1GCに 対 して薩酸カリ

1・5mgの 割 に加えた。採尿は早朝八時より翌朝八時ま

での尿をとり実験に用いた◎投与 したV・Cは 武田製

薬の 「ビタシミソ」を使用し1日 量300エagと し朝夕2

回五日間連続静脈内に注射 した◎

3実 験 成 績

1)健 廉人の血漕沃度酸値、血漿「卜」量赤沈値及び尿

申 「キ」量 鳶
▲


