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ッベル ク リン特 にその製法に関す る再検討

第 δ報 ツ{ミノ〆クソン中の多糖体翻分及 び蟹自体劃分 と皮 内反応 との 関係

京都大学結核研究所 第7部

爵 石 正

(主征 植田教授)

雄 』

(塞 稿の婆旨は昭和25年9月3日 結核研究会講演会及び昭和26年4月2日 第26回 日本

結捜病学会総会において演述 した'

(昭 和26年5月28H受 付)

繕 言

既に著者は第 烈4級1)黙 において,ヂ ツ」中の多糖

体は透析性を膚し,結 拠癖鋲皮内反応の24時 聞値 ザアル

ツス型)に 駕係し,致 死反応と関係なく3蛋 白体は5-

2%コ 欝ヂウム膜を透析するが,10%膜 を透析せず,皮

内反応の49時 間継 ぐツペルクリン型)及 び致死反応 と

密接な関係を有 していることを述べた◎今回は稗ζ強毒

入型輔創 扱 び穂 溺 毒ノ㍉鰭 両B株 のfツ 」多糖体翻

分及び蛋自体鯛分を分麟 して,そ の結捜海翼における皮

内反応を検討した結果を報瞥ずる籍

実 験 力 法

1使 用菌株の謬力

第1表 朝倉柞及び青山IB株 の海猿 に対する病原性(皮 下接種)
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蝕D肺 ・肝・騨・腎における病変をしめす帯は結節数多数(20個 以上),朴 は結節数5-

2◎個 ・+は1-5個 ・±は結節に似た病寵のあるをしめす》淋巴腺にては帯は小指

頭大に1磁1し 内容乾酪化 していると毫,升 ～十 は小豆大に腿脹しているが乾酪化

を認あない程度の変化をしめす,局 所変化の灘は潰瘍形成をしめす

2)朝 倉株接種海狽5頭 中2頭 は寒気のため途中にて艶死 した

第1報 に述べたように朝倉株は昭和18年 肺結穣慰考

喀湊より分離 した当時家兎(O・01mg静 肱 内接種法)及

び海狸(O・01m9及 び0・OOOlm9皮 下接種法)に 対して

強毒性であつたのであるが,今 回青口』B株 と と もに各

1mgを 海狭大腿皮下に接種 し,4週 後剖検に附 したe

その劇検所見は第1表 の如 くであつた◎すなわち螢種

後の体軍増加の程度,肺 蝋 肝臓,脾 臓警腎臓夕翻腎等

の内臓病変の程度(結 節数 結節の乾酪化の程臥 臓器

の充血腫脹)局 所変化(潰 瘍形成)及 び局所淋巴腺(左

膝壁)の 変化(大 きさ,乾 酪化,癒 著の程度)よ りみて

轍朝倉株は青山B株 よりも遙に強毒であつた◎

2ツ ペルクリソ申の

多糖体劃分及び蛋

白体劃分の分離

第1図 にしめすよう

畷 肺後鵬 後羅 所 に囎 徽 薦 出B株
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限外濾過法にて1ん 量

に濃縮 したx)4)5)6)。
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壷ま20%三 塩イヒ酷酸に
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9倍 量 の純エタノールを加だると白色瀧澱を生 じた◎翌

日上清を傾駕後,沈 澱物を純エタノール,エ ーテルにて

各2回 海 條したのち,簸 乾燥 し,さ らに硫酸乾燥器中

にて充分乾燥 し,微 灰黄色粉末をえたd

b)蛋 白体の分離

上記限外濾過法による濃縮液は,そ のpHを7.0に

修正したのち・硫酸安門を完全に飽和 し,生 じた白色沈

澱を遠心,上 溝をすて,氷 室内にて無水燐酸(PつDに

て乾燥 した◎こ鼠に福色固形物質 と硫酸安門結品の混合

物をえたので,0・5%石 炭酸水5CGに 溶解 し,10%コ

ロヂウム膜嚢に納めて6日 聞透析 して硫酸安門の除去を

計つた◎ついで透析漿内容と電気定温器(48%)内 にて

_乾 燥 し,さ らに硫酸乾燥器中に納めて完全に乾燥 し,灰

白色粉末をえたΦ現在収量はなお思わしくないので鋭意

増収方法を考案中である。

ここにえた両菌株の各翻分について,N含 有量(ミ ク

Ptキェルダ・一ル法),20%三 塩化酷酸洗澱反応,呈 色反

応(ニ ンヒドリソ反応,ミ ロソ反応,ア ダムキゥイツ反

応,ビ ュレツト反応,キ サ ソトプロテイソ反応,モ ーリ

ツシユ反応,カ ルバゾール反応,ヂ フエこル ア ミン反

応,塩 酸フロログルシソ反応,塩 酸オルシソ反応)を 検

した(第2衷)。

第1図 ッペルクリン分劉法
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海狸3頭(体 重400-5009)に フ ラ ソ 〃 ル ト株1mg

を皮 下 接 種11日 及 び37日 に・ 上 記 両 菌 株 の 「ツ」 多

糖 体 劃 分O.1,0・01,0・OO1・O・OOOlmg(各O・1ec)を 両 背

側皮内に注射 し,3,6,24,48時 聞埴 を観察 した

(第3表)い

蛋白体劃分は同様F株1mg接 種 海狸3頭 に,感 染

後23日 及び72日 に0・01,0,0.01,0.OOO1,0.OOOOin}9

(各O・1cc)を 両背側皮内に注射 し,3,6,24,48時 問

値を観察 した。なお対照として正常海翼3頭 に両昧蛋自

体(0・00坤9),多 糖体(O・Olmg)を 皮内に注射 し,3,

6,24,`ll・8時 間値を観察 した(第4表)。

実 験 成 績

第2表 にしめすよ5に 朝倉株及び青山途株の 「ツ」蛋

白体のN量 はそカそれ16.607%,16.656%,多 糖体のX

量 はそれぞれ0.565-O.042%,0、866%で あつたo蛋 白

体は20%三 塩化酷酸沈澱反応陽性,xソ ヒ ドゾソ反

応,ミ ロソ反応,キ サ ソトプロテイン反応及びアダムキ

ゥイツ反応陽性,ビ ユレット反応疑陽性,モ ーリッシユ反

応陰性であつたがタカルパゾール反応,ヂ フエこルアミ

ン反応,塩 酸フロ獄グルシソ反応及び塩酸オルシン反応

陽性であつた。多糖体は20%三 塩化酷酸沈澱反応陰性,

・モーリツシユ反応及びカルバゾール反応強陽性,ヂ フエ

ニルア ミン反応陽性,塩 酸フロログルシン反応及び塩酸

オルシソ反応陽性,二 どヒドリン反応,ミ ロン反応及び

キサソ トプロティソ反応は陰性であつた◎多糖体及び蛋

白体各翻分稀釈液0・1cc宛 を結核海狸の皮内に注射した

直後,局所は梢 ぐ充血した水萢をつ くり,周辺は蒼白であ

つたが,次 第に水萢は扁平化拡大 した。30分 後には直径

10-11mmの 円形蒼白な水萢とな り,申 央に小さい発赤

を伴 う七いた◎これはImmediate◎rEarlyReactiOR

と考えられる。1V2時 聞後には水萢直径11-12㎜ と

なり,2時 間後より急速に水萢の発赤度を増 し,3,6,

24,48時 聞 と逐次反応の大きさ,浮 腫硬結の度を増し

た◎これがDelayedReactionと 考 えられる◎

第3表 より明らかなように,結 核感染11日 及び37日

における多糖体の皮内反応はともに3時 間後既に発赤相

当大となり,6-24時 間値が最大となり,48時 間 後には

殆んど吸収せられ陰性になつた。すなわち多糖体の皮内

反応はアルツス型反応であつた◎また稽 ζ強毒な菌株の

朝倉株の多糖体の反応は弱毒青山B株 のそれ より強 くか

つ,持 続時聞は長 くあつた◎ 一

第4表 より明らかなように,結 核感染23日 及び72日 に

おける蛋白体の皮内反塔 も同様3時 間後相当強い発赤と

なつたが,反 応は24-48時 問値が最大となり・反応は

96時 間後あるいはさらに数 日を径て漸 く吸収せられ陰性

になつた◎すなわち蛋白体の皮内反応は明らかにツーミル

クリソ型反応であつた◎しかし多糖体とは反対に,朝 倉

株の蛋白体の反応は青山B株 のそれより僅かに強いかと

い う程度であつて,多 糖体程著明な差違を認 め なか つ

た◎多糖体と蛋白体の皮内反応の強さの比は大約1:100

であつた。対照動物にては両翻分どもに3時 間値が4・一

一35-一 一
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第2表 ガツ」多糖体劉分及びゼツ」蛋白体劃分の化学的性状 『
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第 3表

F株 感染11臼 後の結核海狸における 「ツ」多糖体の皮内反応
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正常海狸における 「ッ」多糖体の皮内反応(対 照)
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第4表
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F株 感染72日 後 の結核海狸におけるrツ 」蛋白体の皮内反応

蛋白体

朝
倉
株
蛋
白
体

蛋

白

体

青

出
B
株

注 射 量

0・01mg

O.OOI〃

O,OOO1〃

0.00001〃

6 時 間 値
mm

`

11×11

7×7

4×4

13×1313×14

7x710×1つ

4x48x8

-6×6

24 時 間 値
Pユ田

17x1715×1720×20

5×5.-8×811x11

-3x3

0.01〃

0.001〃

O・OOO1●"

0。00001〃

14x1410×10

8×85×5

4×4illA

11×1116x1713×12

ili轡

15×15

9×9

3×3

「48

時 間 鑑
10×1114x1517x18

5x56×69x9

-4×4

7x810xI112x12

3x36×65x5

正常海狽におけるrツ 」蛋 白体の皮内反応(対照)

剰 醐 量
3時t間 6時 間 値24時 間 値値

㎜ ■mmmm
48時 間 値

拠斑

朝 蛋

倉 白0・OOIR・9株

体

3×34×4一

萎奮{
」肇鯉

0,00工 〃

{
3x3 一 ㎞

ξ

一 一 一 一 一 一 一 一 一

陰

膜を通過'Lな い非透麦斤性の大分子の蛋白体を混じている

ことが分つた◎また多糖体が6-24時 聞値を最大とする

アルツス型反応を呈 し,蛋 白体が24-48時 間値を最大と

・するツベルクリン型反応を量することは本報にて確認せ

られた◎これはさきにFI・B・Seibert9)に よつても認

められた。

最近HeidelbergerandMenzellfi)に よつて結捜菌体

多糖体が血溝反応(沈 降反応)の 上からSpeciesSpeci-

ficityを 有することが報ぜられた。 本実験において朝

倉株と青山B株 の相違が蛋白体劃分 よりも多糖体捌分に

おいて一層明確にしめされた◎このことは上記両氏等の

考えを裏書きしたものといえる◎この相違は両株の毒方

一一一37一



の梱違と並行 しているようであるが,菌 株数が僅かであ

るので明確なことはいえないO

Se五bextli>は強毒殊と弱毒株の ザヅ」 蛋白のN量 を等

しくすると皮内反応は同じ力価であると述べているが・

著者の実験にて亀両株の蛋白体N量 は大体等 しく・海撰

結捜感染後23日 の皮内反応にては両菌株の蛋白体の間

に差違を認めなかつたが,感 染72日 の皮内反応にて僅

かに差違を認めたoか かる点に関 して最近H.Bloch12)

は結 核菌培養より索状物質(CloxdFactox)を 抽 出して

毒性の存するこどを報 じたeま たE・B・Bevilacqua

魏dJ.R.M・Cxxrter1:〉 メ4>4geが非加熱培養濾漬中の蛋

白体に毒力と関係ある劃分の存することを述べているこ

とも注目すべきである。

多糖体のN量 について戸田教授粉 は多糖体を精製して

N量 が0.0%に な ると皮内反応 もなくなつたと述べてい

る、著者の多糖体ではN=0・042%で あつて・精製 して

色素を除いた白色粉末でもアルツス型反応 を量 したO

Cウ就丑翻daPtdLester,Eg.R.L◎ 灘9粉 は結核菌体蛋白

体の皮内反応の強さは菌体多糖体の反応の100倍 である

と述べているが,著 者の け 」蛋白体と多糖体の皮内反

応の強さの比と一致 している⑪

最近Seibe・ti7>は エタノール分劃法によつてβ 種の

fツ」蛋白体 ひ,}9,C)及 び2種 の 「ヅ」多糖体(1,9)

を分離 し,特 にA,B蛋 臼体は皮内反応活性度が最 も強

いことをしめ した◎これ等はなお今後検討せられねばな

ちぬ点である鄭

第2表 の蛋白体の呈色反応から夢蛋白体はチロジソ,

トリプトフアン類似のア ミノ酸 より構城 せられているの

ではないかと考えられる鞭また糖類の呈色反応,核 酸反

応欝)が 腸性であつたから,著 者の分離 した蛋自体はな

お核酸多糖体を随伴 していたとみられる。

多糖体のN含 有量は僅かであるが,こ の程度のNに

て アミノ糖といえるか否かなお疑問であろ ㌔ ペントー

ゼより構或せられていることは明らかであるが,ペ ント

ーゼとしてはM離hが の はd一 アラビノーゼを挙げてい

る⑪ しか し著者の多糖体は塩酸 フ拶緯グルシン反応の色

調と直幌分光器にて検 した結果恥 明らかに吸収帯の位

置と数がd一 アラビノー-tiと異つていたからアラビノ…

ゼではないど考えられた。なお今後詳細検討する予定で

である。

結 論

穂 ζ強毒な人型朝倉株y稽 更弱毒な人型毒画R株 のソ

ー トン培地加熱培養濾液よむ警憩%識 轡ヂウム膜隈外濾

過法にて 裏編 量濃縮液をつくわ,硫 酸安門完全飽和沈

澱法受U酒 精沈澱法によつて蛋白体及び多糖体を分離 し

たゆ各幽分の結核海翼皮内し(!c、において,注 射直後より

ユ施時聞後までは蒼自な水萢の中央に僅かに発赤を伴 う

1搬滋¢d篇姶 鯉E二 鑑蝦yKecicti"kで あつた02時 間後よ

り急速に水萢全体の発赤,硬 結浮腫度を増 し・Delayed-

ReactioMに な り,以 後3,6,24,48時 聞 と逐次発赤

の程度硬結浮腫が増強 した¢多糖体は6-24時 間値を最

大とするアルツス型反応を呈 し,蛋 白体は24-48時 間値

を最大とするツペルクリソ型反応を呈 した◎多糖体と蛋

白体の皮内反応の強さの比ぽ大約1:100で あつたe

朝 倉株と青山B株 の各劃分の皮内反応の差違は蛋白体よ

りも多糖体においてより著明に認められた・朝倉株と青

山B株 の蛋白体のN含 有量はそれぞれ16・607%16・656

%,多 糖体のそれはそれぞれ0・565-O・042%0・866%

であつた。呈色反応より蛋白体はチ資ジン,ト リプ・トフ

γン様のアミノ酸より成るのではないかと考えられ,ま

た多糖体はペソトーゼより成るが欝 従来の報告 の如 き

d一アラビノ{ゼ ではないと考えられた。

獺筆するに当 の植田教授の御懇篤なる御指導御校閲を

深謝すΦまた京大医化学教室明石修三助教授の御助冒を

深謝す。
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