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.ツ ベ ル ク リン特 に そ の 製 法 に 関 す る再 検 討

第6報 菌株,培 養容器,培 養濾液滅菌前のPH修 正,濃 縮温度に関する知見補遺、
憩

京都大学結核研究所第七部(主任 植 田 教 授)壁

・ 白 石 正 雄

(昭和26年7月10日 受付!

緒 営

著者はさきに第1報 り及び第3鞍)に おいてツペルク

リンの製法に関して培養基,培 養 日数,濃 縮温度,濾 過

操作等を吟昧 した。今回は培養菌株の産生「ツ」力価の比

較,培 養容器,培 養液滅菌前のPH修 正,濃 縮温度の異

る製法及び濃縮操作の「ツ」力価に及ぼす影響等について

検討したので,こ こに追加報告ずる◎

第1章 実 験 方 法

1・ 培養菌株及びその産生「ツ」の力価測定

人型朝倉株ヘフラソクフル ト(F)株 及び青山B株,B

CGの4株 を用いた。培地はいずれ もソー トン培地(起始

PHはBCGの みは7・2・他は6・8)で あつて,朝 倉株及

び青山B株 は9週 培養・F株 及びおCGは3月 培養であ

つた。各培養液を100。C30分 加熱後滅菌濾紙にて菌体

を濾別 し・70◎一一80◎C水浴上にて1/10量 に濃縮し「ツ」を

つぐつた◎各菌株「ツ」の50借 及び50Q倍 稀釈液0.1¢¢をF

株1n}9皮 下接種海狸3頭(2頭 は感染79日,1頭 は188

日)の 両背側皮内に注射 し,6,24,48時 間値(硬 結を

伴つた発赤)を 測定した(第1表)。

2.各 種 の培養容器よりつ くつた 「ツ」の力佃晒掟

第1図 にしめずように,自 家考

案のフラスコ2種(A型 及 び8

型)・平底 プリスコ及びルー氏培

養統計4種(同 種 コルベン各4個)

合計16個 の フラスコにソートン培

地(PH6・8)250ce宛 を分注滅菌し

た◎これに青出B株 ソートン培埴

3週 培養の小指頭大菌塊を1個 宛

静かに浮べて37◎Cに7週 間培養

した◎100。C30分 加熱後滅菌濾

紙にて菌体を濾別,菌 体の水分を

濾紙にて充分吸取 り,硫 酸乾燥器

中にて乾燥後化学天秤にて秤量し

た。

濾液量を秤蚤 して培養液蒸発量

を求め,70。 一一80。C水 浴上にて濃

縮 して「ツ」をつ くつた。その100

桔 及 び500倍 稀釈液にて結核海翼

(F株 加9皮 下接種)3頭 の皮内

反応を検 した(第2表)◎

各コルペソの形状3)は 第1図 に

しめす通 りであるが,A型,P型

及び平底 フラスンの 三者 は容量

500CGで ある。又ルー氏培養瓶は

容星1500c◎ である6従 つて分注

後の液面上察闇部は前三者は250

◎o♪ル{氏 培養瓶は12500cで あ

る◎各ブラス灘申の液画最大面積

は・A型と平底 とは相等 しく88・25
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oガ,B型 はそρ約1・5倍(120・76cma),ル ー氏培養瓶は

約3倍(279・Ocm2)で ある。

3.培 養液の加熱滅菌前PIIを 種 々に修正 してつ くつた

「ツ」の力価測定

青山お株及び朝倉株をそれぞれ ソートン培地に9週 間

培養し,滅 菌濾紙にて菌体を濾別してえた非加熱培養濾

液(PH4・2)を 四等分 して一つはPHを4・2の ま Σとし,他

の三者は1NNaOH溶 液にてPH7・0,8・5,100に 修

正したのち100◎C30分 加熱 したゆこの加熱によるPII

の変動を朝倉株培養濾液についてみたところ,PI「4・2

のものは4・2のまま,PH7・0の ものは6・0に,PH&5

のものは7・8に,PHIO・0の ものは9・0に移動 していたe

またPH4.2及 び7.0の 培養濾液中に淡黄色乃室白色沈

澱を生じていたePH10二 〇の濾液中には沈澱は生じなか ・

つたが,液 の色調は淡黄色より黄褐色に変化していた登

生じた沈澱を濾別 し,各 濾液を7㌍ 一809Cの 水浴上に

て1/10量 に蒸発濃縮 したのち,い ずれ亀IP]FI7・oに修正

し濾過,防 腐剤マーゾニソを一万倍に加えて保存 したむ

濃縮の際のPH変 動を朝倉株についてみたところ,PH

4.2のものは4・2のまN,PII6・0に なつていたものは4・8

に,PH7,8に なつていたものは5・2に,PH9・0に なつ

ていたも争は8・O}:.移動 していた◎

上記の如 くにしてつ くつた各rツ 」原液のXOO倍 及び

500倍 稀釈液を以てF株1m9皮 下接種 した結核海狸9

頭について皮内反応を検討 した(第3表)。

4・濃縮温度の異 る製法にてつ くつた「ツ」の力価濁定

「ツ」は青山8株 及び朝倉殊ソートン培地5-9週 培養

よりつくつた◇濃縮温度の比較 としては1000Cと700

--880。Cの比較は既に第1報 に報告 したので,今 回は低

温45◎一一55e(1における減圧濃縮法,5。-1(PCに おける

限外濾過濃縮法と70◎-soecの 水浴上における蒸発濃

縮法の三者を比較 した(第4表)ひ

減圧濃縮法は25-60mmHgの 減圧下,45。-55。Cの

ヒマシ油浴4陶 上にて蒸発した気体を流水下に冷却 した

減圧フラスコ内で凝結さぜ,一 部これを通過 した気体は

マノメータとの間に挿入した塩化カルシウム管及び硫酸

洗灘瓶中に捕捉 したas限 外濾過濃縮法は第4報"')の 通 り

である。

各fツ 」の50倍 及び500倍 稀 釈液0・1ecを 以て結捜海

狭皮内反応に供 した♂

第2章 実 験 成 綾

第1褒 にしめすように朝倉株及び青山8株9週 培養,

F株 及びBCG3肩 培養よりつくつた各「ツ」の50倍 及

び500倍 稀釈液の結核海瞑皮内反応6,24,48時 間値を

比較してみたが,各 菌株聞に有意の差は認められなかつ

たこ

次に第2表 に「ツ」産生用培養容器の比較成績を示した◎

A型 フラスコは発育菌景最も多 くして,蒸 発液量最も少

、
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第3表 より明らかなように,δ 山B株 及び朝 倉株 ソ

ー トン培地9週 培養の非加熟培養濾液をPH4,2,7島

&5,100と してつ くつた各「ツ」の50倍,100倍,500倍

稀釈液の皮内反応力価の差は僅少であつた雛
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第4表 に しめす よ うに,青 山1瑠 汲 ぴ朝 倉 株 ソー トン

培地9週 培 養iの70◎-80℃ 濃縮 「ツ/,減 圧 濃縮 「ツ」,

眼 外濾 過 濃 縮 「ツ」の力 価 は,70e-80WC「 ツ」 の力 摘 を

ユ・00と して しめ す と,波 圧濃 縮1"ツ 」の力 価 は0・45,限 外

濾過 「ツ」 の力 価 はO・56で あつ たrkす な わ ち70as--800C
な

「ツ」は最強,限 外濾過「ツ」はこれにつぎ,減 圧濃縮「ツ」

は最も弱かつた◎

一 一17p・ 一一一.一一一一
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第4表 濃縮温度の異る「ツ」製法の比較 とは前回報告した乃◎ しかし第3表 よりわかるように,

いずれの修正「ツ!の間にも力価の著 しい懸隔は認められ

なかつたeし かしPHを4・2よ りもつと酸性にするか或㌔

いは加熱時聞をもつと長 くしていたら更に大量の核蛋白

が析出 し,力 価にその差違が表われたかも知れない1%

濃縮温度を異にした三製法のうち,70e-SOOCの 加熱

濃縮「ツ」の力価が最 も強 く,限 外濾過濃縮「ツあ 減圧濃

縮「ツ」の順であつた○すなわち高温叉は減圧にして蒸発

を旺盛にす ると,力 価が減嗣すると考えられる◎

次に加熱濃縮(70。-800C♪ 「ツ」の力価が非濃縮「ツ」よ

りも大であることは第1報 で述べ>cが,第5表 にみるよ

うに,48時 間値が著明に強 くな つて いるのである助o

Sei}心t覇 によれば加熱 「ツ」中には変性蛋白(分 子量

16,000)が 出現 し,不変性蛋白(分子量34,000)と 電気泳動

、 速度は等しいが等電点が異るとい ㌔ すなわち斯る変性

次に加熱濃繍 による力価の影響は皮内反応の24時 間 蛋白の出現が「ツ」の粘性を大にして力価に影響を及ぼす

値・48時 聞値いずれに表われ るかを第5表 に しめ した ものと考えられる。第6表 にwyOstwald粘 度計21)2El)

が・朝倉株4%グ リセリンブイヨソ「ツ」の非濃縮「ツ」よ を用いて青山盈株及び朝倉株 ソー トン培地培養 よりつく

bも 濃縮 「ツ」のほ 弓が,48時 間値にて著明に強 くあつ つた非濃縮培養濾液及び70。-80◎C濃 縮 「ツ」の比粘度

た・(8pe。ifi,Vi騨i㊥ を測定 した値をしめした
。力燃 灘

第5麦 濃縮操作の「ツ」力価に及ぼす影響の再吟味 によつて粘度が著明に増大 したことは明らかであつた9

第6表 「ツ」の濃縮と粘度止の関係'
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第3章 考 按

ギツ」は結捜菌の増殖期に旺盛に産生せられる外,培 養

経過 と共に自己融解 によつても産生せられることはすで

。.に述べた◎丁凶 文菌株{〉,菌 型恥,毒 ガ1>fxm)t`;>tr}>rs)に

よつて「ツ」力価の差違が認められ るとい ㌔ これに反対

する人 もあるg第1表 の成績では朝倉株,F株,青 山B

株,昭CGの 「ッ」力価に差は認められなかつたが,F株

BCGは3月 培旋であつて,相 当自己融解によるrツ」が

加つていたと考えられる鵡

rツ」産生用培養容器としてはA型 フラスロが最優秀と

みられるが,他 の型のフラスコは僅かにこれに劣る程度

であつた。培地表面積,液 簡上室間部はrツ 」産生に大 し

た影響を及ぼさないのでないかとみられ る¢

結核菌培養濾液の加熱前PHを 種 々に修正 して100◎C

30分 加熱すると,rツ 」活牲を有する核蛋白を析出するこ

画 α・568・ ・8324/2竺 」 製L

(誰)
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ηsp=η 「el-kd。 噸 一1

.

ηre1……相対粘度t,t。一 ・・W.Ostwald粘 度計',

の二標線間の落下時間

d,(:o-・…上ヒ重

結,論

L朝 倉株,青 山8株,F株 及びBCGの 産生「ツ」

の力価の問に著 しい相違は認められなかつたが,培 養日

数による「ツ」産生量の増加を考慮に入れると菌株による

「ツ」力価の相違があるかも知れない。なお今後の検討を

要す。
・2
.「 ツ」産生用培養容器として信比較 した4種 の容器

の うちA型 フラベコが最優秀であつた。培地表面積・液

面上室間部は発育菌量,「 ツ」産生量に大 した影響を及ぼ・

さぬと考えられる群

3.非 加熱培養 濾液のPIIを 種 々に修 正してか ら

100。C30分 加熱 し,加 熱濃縮 してもrツ∫力価に著明な影

響を及ぼさなかつたcPIIを もつと低 くするか叉は加撚

時間を長 くしたら力価の相違をみたか 屯知れない◇

4.濃 縮温度を異にしてつくつた製法では70e-soec
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加熱濃縮「ツ」・限外濾過濃縮 「ツ」(5◎-10◎C),減 圧濃

縮 「ツ」(45。-55◎C)の 順 に力価が弱 くなつた。すなわ

ち高温又は減圧にして蒸発を過度にすると力価が減弱す、

るとみられる。.
　v5 .加 熱濃縮の結果「ッ」の粘度が著しく増大 し皮内反

応の48時間値が増強した。これは変性蛋白が出現 したた

めと考えられる。.

摺筆するに当り植田教授の御指導,御 校閲を潔謝す◎
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