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　 一 ツ ベ ル ク リ ン特 に そ の 製 法 に 関 す る 再 検 討

第4≡報　限外嘘過濃縮 ツベノンク リンの透析実験 及び ツベノγク リンの加

　　　　熱凝固蛋 白体について

　　　京都大学結核研究所第七部(主任 植田教授)白 石 正 雄
　 　 　 　　 　 　 　　 　 　　の

　 (本稿の要旨は昭和25年5月5日 第25回 日本結核病学会総会に於て演述 した◎)
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ,

　　　　　　　　　 緒　　　言

　前回D2)報 告 したように,青 山B株 ソートソ培地培養

2週 の培養液 よりつくつた「ツ」は糖質を相当含むが,蛋

白を殆ど含まず,皮 内反応の24時 間値は48時 間値 よ

り強 く(アルツス型),致 死反応陰性であつたのに反し,

菌 の発育がすすんで「ツ」申の蛋白が多くなると,24時 間

値 よりも48時 間値が強 く(ツ ペルクリソ型)な り,致

死反応 も出現 してきた。

　従来の諸家の報告では,「 ツ」多糖体は非透析性であつ

て皮膚因子とみられ,fツ 」蛋白体は透析性であつて致死

因子(皮 膚反応をも含めて)と みられてきた(MaSG血 一

m釦nund　 K覧ster,鋤,糟 谷4),　Seibext鋤d　 L・ng5))◎

、
他方に於て,SeibextのPPD6),Boq丘etetS舩d◎rの

燐 タングステソ酸「ツ」7),Maschmannu捻dKαst鍵 の

カオ リン吸著精製「ツ」3)は蛋白性のものであつて,人 体

の皮内反応に用いられている。戸田,貝 原8)は 更 に燐脂

質にも活性が存すると述べている◎要するに皮盧反応物

質・致死反応物質に関してば未解決の点が多㌧・。

・ 著者は「ッ」を蛋白画分と糖質画分とにわけて皮内反応

を実施吟昧せんとして,ま ず限外濾過濃縮「ツ」について

透析実験を行つた。さらに「ツ」作製の際培養液の加熱に

よつて凝固析出する蛋白体の活性についても検討 した◎

実 験 方 法'

1限 外濾過濃縮法及び透析笑験
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青IXIB株 ソー トン培地3月 培養濾液を10%コ ロヂ

ウム膜限外濾過法にてikpaに 濃縮 し,濃 縮液を5%

及 び ユ0%コ"ヂ ウム膜透析実験に付 した。限外濾過

膜には10%コ ロヂウム膜の層をシヤンペラソ型 玩
9)10) 即 ち

,下記10%(松風)濾過管の外面につ くつた◎

認導ヂウム液に濾過管の素焼部を浸漬 して直ちに取出

し,先 端を上向けにしながら,速 かに廻転 し可及的均

等な膜面をつくらせたd

エ ーテルアルコ"!vが 蒸発乾燥したのち0.5%石 炭

酸水申に貯藏 し,使 用にのぞみ流水にて静かに清洗 し

濾過装置に取附けた◎濾過装置は第1図 にしめすよう

に,真 室ポンプ,安 全概,濾 過瓶 を厚肉 ゴム管にて連

結 し,そ の間にマノメーターを挿入 した。濾過瓶の先

に三方活栓を2個 有する厚質硝子管を連結,各 活栓部

に上部濾過管を取附けた◎培養濾液は一旦シヤンペラ

ンL霧 濾過管にて濾過 して菌体を除いたのち,目 盛容

器に収めた。この中に濾過管が浸る。真察ポソプにて

限外濾過時マノメーターの示圧は15～30mmHgを 呈

していた◎

5%及 び10%透 析膜は乾燥固形コロヂウムa瓦,エ

rテ ル(95-a)ce,無 水 エタノPル5CC(a=5又 は
11)12)

10)の 組成のコロヂウム液より夫々つくつた。エ・・テ

ルは米国Squibb会 社又はMallinkrodt会 社製の

ものを用いること力咄 来た。このような透析嚢内に限

外濾過濃縮液又はその通過液10ccを 入れ,こ れと等

量の0φ%石 炭酸水中に浮べて氷室内で1週 間透析

した。外液に移行した物質を呈色反応(モ ーリツシユ

反応,ニ ンヒドリン反応,ミ ロン反応,ア ダムキウイ

ツ反応)及 び20%三 塩化酷酸沈澱反応にて確め,又

内外液の夫々0・1cc宛 を結核海狸(フ ラソクフル トφ株

1】㎎ 皮下接種25日 後)3頭 の皮内反応に供 した。ま

たO・3cc宛 を同様結核海狸2頭 の皮下に注射 して致死

反応を検 した◎特に蛋白体の透析の有無は1月 間透析

後にも三塩化酷酸沈澱反応にて検討した。 さらにツベ

ルクリン申の成分の透析コロヂウム膜濃度(%)を 知

るため,コ ロヂウムa瓦,無 水エタノール5・・,エ{

テル(95-a)Cc(a=5,6,7,8,9,10)の 組成の

=Pヂ ウム液より透析膜をつ くつて,嚢 内に青山B株

ソートン培地9週 培養液 より70。-80。C加 藁膿 縮 法

にてつくつた「ツ」原液を各10cc宛 収 め,同 様透析実

験 に供 したe1週 間氷室内にて透析後外液のモenybリツ

シユ反応及び20%三 塩化酷酸沈澱反応によつて多糖

体及び蛋白体の透析め有無を検 し その外液0・1・・を

結核海摂(ブ ランクフル ト株1mg皮 下接種2月 後)3

頭 の皮内反応に供 し,0・5・・宛を同様にして感染せし

めた結核海狭2頭 の皮下に注射 して致死反 応 を検 し

た◎

2ツ ペルクリソ中の熱凝固核蛋白体コ3)の分離,

化学反応及び結核海狭皮内反応

青UIB株 ソートン培鞄9週 培養の非加熱 培 養 濾 液

(pH42及 び7.0)各100・cを ユ00。C30分 加i熱し・凝

固析出 した白色沈澱を濾別し乾燥,酷 酸水(pH4.2)

にて2回 洗灘,さ らにエーテルにて2回 洗澹i,つ い で

10%苛 性曹達液数滴にて溶解 し,蒸 溜水を加えて5cc

とし氷酪にてpH4.2と す ると乳白色紮状洗澱を生 じ

てきた。これを遠心,上 清をすて,沈 渣を氷室内で乾

燥(CaCIR)し,灰 白色粉末4・2瑠 をえた。之を弱ア

ルカリ性にして再溶解,0・5%石 炭酸食塩水を加えて

42¢cと した◎ この溶液についてDiSGhe氏Dipheny-

Iamine反 応叉勃 モーリツシユ反応,20%三 塩化酷酸

洗澱反応,塩 酸 フロログルシン反応,塩 酸オルシン反

応,Foulgex反 応,SeIivanoff反 応 を検 した。また

上記1mgperlcc液 の 工0倍 数稀釈液をつ く り,各

液0.1cc宛(10,1,0・1,0.01,0.001,0。0001Y)を

結核海猿(フ ランクフル ト株1mg皮 下接種82日 後)

3頭 の皮内に注射し,発 赤24時 間値及び48時 聞値

を測定 した。

第1図 限外濾過濃縮装置

濡過瓶 濾過 装彊
安全瓶

翼空ポンプ,

実 験 成 績

第1表 にしめすように,青 山B株 ソPtト ン培地3月 培

養濾液のi/4量 限外濾過濃縮液の成分の申,従 来非透析

性といわれた多糖体は5%及 び ユ0%コ ロヂウム膜を共

に透析 した。蛋白体は5%膜 を通過したが,ユ0%膜 を通

過しえなかつた。かような蛋白体を含まない10%膜 透

析液の皮内反応は24時 聞値ぶ48時 聞値 より大であつ.

て アルツス型反応であり,蛋 白体を含む5%膜 透析液及

び嚢内残留液の皮内反応は24時 聞値が48時 間値 と大

体等 しくツベルクリン型反応であつた。致死反応は蛋自

体を含まない透析外液にては陰性であつて,蛋 白を含む

透析嚢内液にては海猴2頭 共に相当蓼i弱しシヨツク症状

を呈 し蔑が・24時 間後回復 した。第2表 にしめすように

コロヂウム各濃度(%)膜 についての透析笑験から多糖体

は何れの膜をも通過 したが,蛋 白体は5%膜 より9%膜

まで通過 し・10%は 通 らなかつたガまた外液の皮内反応

の性質をあらわすのに,発赤をR,其 の中央に偏 したとこ

ろが出血のため紫色を呈 していたから,こ れをV,更 に
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その申心の不正縁白色部(お そらく白喚球の擬固壊死し

た部分と考えられる)をWに て しめ した。6-9%膜 外液

のように蛋白を含む液の皮内反応は24-48時 聞値が最

大であつて何れもツベルクリン型であ り且つ反応の中心

部に白色を伴つていたのに反 し,蛋 白体を含まないで多

糖体を含む10%膜 外液は6-24時 聞値が最大であつて

その反応は最強の場合でも発赤とその中央の紫色部を伴

つていたのみであつてアルツス型反応であつた。致死反

'第1表

応は7%,8%,9%膜 外液にて認められた。ただし8%

膜外液にては海翼は致死 しなかつたが,24時 間後海翼

1頭 は横倒れ となり,毛 が逆立つて殆 ど死に瀕 していた

が,そ ののち辛 うじて回復したのであつて過敏シヨツク

症状と考えられ,致 死反応陽性とみなした。5%膜,6%

膜外液にて致死反応の出現 しなかつたのは,蛋 白体の含

量が少なかつたた込と考えられる◎

次に第3表 にしめす如く,pH4・2-7・0の 非加熱培

青山3株 ソe・…トン培養限外濾過濃縮液についての透析実験

供 試 液 10%コmヂ ウム膜限外濾過法にて1/4量 に濃縮 した培養濾液

透 析 膜 謁 5%コBヂ ウ ム 膜 10%コ ロ ヂ ウ ム 膜

"
モ ー リッ シユ反 応

昌 ンヒ ド リ ン反応

ミ ロ ン反 応

ア ダ ム キ ウイ ツ反 応

三三塩 イヒ酷 酸 沈澱

液留
惜

帯

昔

十

帯

残 液析
帯

井

透 液留
帯

升

十

欝

帯

残 液析
帯

升

苔

帯

透

結核 海瞑 皮 内反応

24◎

18x18

21×21

ユ1x11

480

15×15

20x20

20×20

'240

16×16

18x18

ユOx10

480

15×15

16×16

15×16

24◎

22x22

23×23

32×33

480

21x21

ユ8×18

34×34

240

17×17

15×15

16×16

480
勢

8×8

8x8

11×11
1 1

第2表 青山B株 「ソー トン。ツ」の各濃度コロヂウ4膜 透析外液の 化学反応,皮 内反応及び致死反応

雛 ロヂ ウム濃 度 5% 6% 7% 8%

モ ー リツ シユ 反 応

三塩イヒ酷 酸 沈 澱

帯 帯

十

帯

9%

皮

内

反

応

60

24◎

480

冊

井

13×10(RV)

13x10(RV)

13x13(RV)

18×18(RV)

11×11(R)

ユ3×13(R)

10x10(RW)

15xU(RVW)

16×14(RVW)

14×14(RV)

18x18(RVW)

13x13(RW)

ユ3xユ2(V)

12x13(RW)

18x11(RVW)

16x16(RVW)

14x14(RVW)

18x18(RVW)

15×15(RW)

12×12(V)

15×13(RW)

}
13x12(RVW)18x16(RVW)

ミ
16×16(RVW)17×17(RVW)

14×13(RVW)16x14(RVW)

18x18(RVW)24×17( .RVW)

15x14(RW)ユ8x18(RW)

7×8(V):9x9(VW)。

14x12(RW)12×13(RW)

1

10%

致 死 反 応

、

o/2 o/2 i/2

11x9(RV)

13×13(R)

13x13(R)

13×18(RV)

ユ2×12(R)

5x5(R)

6×6(R)

o/』(1) V2 %

(註)R・V・Wは 皮内反応の性質をしめし・Rは 発赤にしてその長径・短径は数値にてしめし,Yは 発赤の中心部

が壊死出血に陥入 り紫色を呈しているこ}を しめし,Wは 最中心部に白色斑が生 じたことをしあす

致死反応をしめす分数の分母は供試動物数,分 手は致死動物数であつて,括 弧内は過敏シヨツク反応にして

殆ど致死反応とみなしうるが,24時 間後回復 した動物数 をしめす

養濾液から100。C30分 の加熱にて擬固析出した蛋白体

は精製した後の化学反応求りみて・明らかに核蛋白体で

あつた。結核海狭皮内反応は24時 闇値と48時 闘値と

は大差なく,ツ ペルクリソ型であつた。反応閾はLO-

0・ユYと いえる。またそのO・5%石 炭酸水溶液を10%コ

ロヂウム嚢に収めて透析したが外液は三塩化酷酸洗澱反

応陰性 塩酸フ聞 グルシン反応陰性,塩 酸オルシン反

応陰性であつたから透析性はないと考えられる。核蛋白

体の致死反応は後に報告する◎



男 「 旬屡齢

「ツ」成分の透析性に関 しては,「 ツ」画分を取扱つた多

くの研究者により,多 糖体は非透析性皮膚因子,蛋 白体

は透析性致死因子とされてきた。しかしこれ等は大部分

組成不均一な動物性の透析膜を使用したためであつた。

著者の用いた組成の透析膜にては多糖体は常に透析性を

しめし,蛋 白体は5--9%膜 を透析 し,10%膜 を通らな

かつたのであるからSeibertの い う如くこの蛋白体は相

当低分子の蛋白体或はプロテオ{ズ の混合物と考えられ

る。またモーリツシユ反応陽性の蛋白を含まない10%

膜透析外液はアルツス型反応を呈し,致 死反応陰性であ

り,蛋 白を含む5-9%膜 外 液或は嚢内残留液はッペル

"リ ン型反応を呈 し,致 死反応又は過敏シヨツク反応陽

性であうたことは,第2報,第3報 の所見と一致するも

のである。

pH4・2-7・0の 非加熱濾液の100。C30分 加熱によつ

て凝固析出 した蛋白体は相当強い ツベルクリン型反応を

しめした。このほかに第1i報,第3i報 にのべたように,

加熱濃縮後の濾過によつても活性物質が相当失われるの

である。他方第2報 にφぺたように・濃縮によつて「ツ」

の力価が強まるのであるか ら,こ れらの知見は一見矛盾

しているようである◎ しかし濃縮によつて粘性が増大 し

てくる。Seib¢津5),Bevilacq並a&MoCarte讐 ユ6),等

は加熱による「ツ」変性蛋白分子の出現を等電点法,電 気

泳動法・超遠心法等によつて確めている。これは第1報

の成績から明らかなようにツベルクリン型皮内反応(48

時間値)の増強となつてあらわれたものと理解せ られる。

結 諭"

青山B株 ソートン培地培養濾液の限外濾過濃縮液或は

70し80◎C加 熱濃縮「ツ1の鮎10%コ ηヂウム膜透析実

験によつて,従 来非透析性皮膚因子 といわれた多糖体は

透析性を有 し,6-24時 間値を最大とするアルツス型反

応を呈 し,致 死反応と関係なく又透析性の致死因子とい

われた蛋白体は5--9%コ ロヂウム膜を透析し10%膜

を透析せず,低 分子の蛋白乃至プロテオρズ級の誘導蛋

白体が混 じていると考えられた。その皮内反応は24--48

時間値を最大とするツベルクリン型反応及び致死反応乃

至過敏 シヨツク反応 と密接な関係を有していることが明

らかになつた。

非加熱培養濾液(pH4。2ト ーブ。0)の 力口熱 によつて擬厨

祈出した蛋自体は核蛋白体であつて,相 当強いツペルク

リン型皮内反応(反 応閾1沿 一〇。1Y)を しめし,10%コ

ロヂウム膜を透析 しなかつた◎

欄筆するに当 り,植 田教授の御指導,御校閲を深謝す。
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流 動 パ ラ フ ィ ン結 核 加 熱 死 菌 ワ ク チ ン の 研 究

(第三報)　 人体接種の ツベノレク リン反応陽転効果 に就 いて

　 　 　 　 国立予防衛生研究所結核部(部長　柳沢　謙)

　 　 金 井 興 美 ・橋 本 達一郎 ・関 　 又 蔵

　　　　　　　　 π 緒　　　書

　我々は第一,第=報 に於て流パラ死菌ワクチソの安全

性,免 疫効果を動 物 実 験の上から研兜し,先 人の観 察

を追試確認し得たのであるが,人 体 接 種 例に関しては

H鱒8e1(Dが 奇形児にラノリン混入の結核死菌を注射

して,ツ ベルクリンアレルギーの惹起と局所の膿瘍を観

察した以外最近迄報告がなかつたので我々は先ず此のワ

クチソの陽転効果に関して研究を行つた。第一報,第 二

報の成績にみる如 そ,乱 切法,乱 刺法接種では局所障害

は少なくて免疫効果が得 られる事を考え,更 に慎重を期 隔

する為,菌 株はBCGを 用いた。その後,岡(2)の 報

告も見聞するに及んで殆 ど同一成績を得た事を知つた。

　　　　　　　 11研 究 方 法 　 　　 ・

　 A)研 究対象　　　　　　　　　　　　　　一

　 新潟県下某小学校 に翌年入学すべき6～7才 の児童の

うち2000倍 旧ツベルクリン稀釈液の0・1cc皮 内接種後

48時 間判定で発赤4田 題以下を示す者を選び,こ の うち

から更に以前にBCGワ クチンの接種を受けた事のある

者を除外 した。これ らの対象を約50～60人 ずつの三群

A,B,Cに 分割した。

　 8)　 接種用ワクチソの製法

　 ①A群 接種用ワクチン。結核予防会製80m9/ccの 濃

厚BCG液 体 ワクチン。

　 ②B群 接種用ワクチン。ソー トン合成液体培地上'37。

Cで15日 発育のBC{}菌 膜 を濾斗上の濾紙に集め20枚

の濾紙を重ねた申央に入れて吸湿 したのち種量 し,100

個の一9闘 直径の水晶球を入れた1立 の硬質李底丸型コ

ルベソに入れて手振法により,媒 液 として落花生油を少

量加えつつ8%9/ecの 濃 厚ワクチンを調製 した。 以上

転すべて滅菌器具を用い,無 菌操作によつた。出来上つ

たワクチソは100。C　 1時 間で加熱減菌した。

　③C群 接種用ワクチソ◎B群 接種用ワクチソと同一菌　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 セ

を用い,全 く同方法で調製 した。但 し媒液として流動パ

ラフイソを用いた。

　 C)接 種方法

乱切法を用いた。即ち左右両側の上臆外側に夫々2個

の8搬 鵬x8鵬粉 の十字を乱切 した◎ 方法は種痘の場合と

同 じく,ま ず ワクチンをランセツトで乱切部位に塗布し

てから乱切 し,あ とで再びワクチンを塗布した◎

D)ツ ペルク リソアレルギ{の 追求

各ワクチンi接種後惹起するツペルク リンアレルギーの

検査を接種後1ケ 月,3ケ 月,6ケ 月,12ケ 月目の4回 に

わたつて行つた。2000倍 稀釈旧ツペルクリンを0・1ec左

前臆内側皮内に注射し48時 間後の判定に依つた。猶1

ケ月,3ケ 月目には同時に他側の前脾に100倍 稀釈旧ツ

ベルクリンによつても同方法で検査した◎

E)反 応 の判定

48時 間後発赤の長短径を 題mで 測定 しその算術雫均

を以て発赤の大きさとなした◎二重発赤の場合はその外

側の発赤の長短径を測定 した。又反応の強弱を更に明確

に記載するため発赤に伴5浮 腫についても同方法で検査

した。

Hx研 究 成 績

島)局 所変化

1ケ 月後の接種局所はA群 に於ては乱切線上に髄の痂

皮形成を発見し,時 に膿を示すものがあつたが,慶 乱,

潰瘍を発見することはなかつた。B群,Ci群 に於ては障

害は更に少なく,多 くの者は乱切線上に白色の痕跡をみ

る程度であつた。3ケ 月後には各群の被検者はすべて完

全に治癒 して跡を発見するのも困難であつた。

b)ツ ペルクリンアレルギーの経過

第1表 に示されたところは発赤の大きさによつて各群

夫々の人員を分類 しその百分率を出したものである◇

第1図 は第1表 により発赤の大きさ10麟 以上をツペ

ルクリン反応陽性とし,2000倍 稀 釈旧ツベルクリンを使

用した際の各群の陽転率の経過を1年 間にわたつて図示

したものである。第1表 をみると,A群 即ち生菌BCG

ワクチンの乱切法による陽転率は第1ケ 月目に最高であ

つて87・1%を 示 し,そ の後次第に下降 したが6ケ 月後

も65・8%で あ り,1年 後 には約50%と なつた導それ


