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O-Aminophenol-Azo-Tuberculinと

の 比 較 研 究

Old--Tuberculinと

第1報 動 物 の皮 内反応 に よる青 山BOTと 青 山B-AzoT並 びに

BCG-AzoTと の比 較 駿

国 立 予 防 衛 生 研 究 所 結 核 部

　柳沢 謙 ・浅 見 望 ・細井正春 ・土屋院司

(昭和26年9月18日 受付)

1緒 言

KoohがTuberexxlittを 発 見 して以 来,Tuberculin

の活 性 因 子 を純 粋 に抽 出分 離 す る研 究が 多 くの 学 者 に よ

つ て型緊 成 され た。 そ の うち で もMaschman-Kifsten),

2)Seibertg・4) ,粕 谷5),桑 島 り,貝 原7)及 び武 田等8)の 業

蹟 は 見 るべ き ものが あ る。 特 に米 国 のSeibert女 史 の

P.P。D.(PttritieclPreteinDerivative)は 化 学 的 に

は 実 に 精細 に研 究 され,米 国 で は市 販 品 と して実 用 の 域

に も達 せ ん と して い る。 しか しなが ら これ らの研 究 者 に

よる精 製 法 は,分 離操 作 が比 較 的 繁 雑 で あ る上 に,収 量 及

び 力 価 も各LOt毎 に異 つ て い る ものが 多 い ◎ 最 近 岡 本 ・

伊 藤 及 び越 村9り 等 はSaurtexx培 養 のOld-Tuberculin

(以 ドOT)に.Az◎ 化 したO-Aminophenolを 加 えDiazo

化 させ てO・-Aminophexo1--Azo-Tuberculin(以 下 お 沼o

T)を 分 離 した。この分 離 操 作 は 簡単 で あ り,そ の収 量 及 び

力 価 は常 に一一定 して い る と報 告 して い る。我 々 もTuber・

¢殺1加 の 活 性因 子 の研 究 の一 端 と して,人 型 結 僕 菌青 山

B株 及 びBCG株 のOTよ り,そ れ ぞれ のAzoTを

分 離 した の で動 物 の皮 内反 応 に よ るOTとAzoTと

の 比較 実 験成 績 に つ い て まず 報 告 す る◎

五 ・AzoTの 分 離 方 法

2倍 量の70%ア ル コールに注加 して生ずる沈澱を集め
,

獣腸膜に入れ一夜透析 した後・HCIでpH5・4と すれ

ば沈澱する。

これを集めて真空 乾燥器内で乾 した黒褐色の粉末が

AzoTで あ る◎

4)収 量:こ の収量は第1表 の如 くであつた。すなわち

培地1Literか ら青山B-tAz◎Tは108mg,BCG・As◎

Tは131mgの 収得があつたc

第1表 両AzoTの 収量

AZQTの 種 類 培 地 量

青 山B-Az◎T

BCG-4zoT

1,250ec

1,500ec

収 燈

136m9

196k}9

培冠アr
terよ り

10&m9

131R」g

ユ)使 用菌株=人 型結核菌``青 山B,,株 並 びにBCG

株 を用いた。

・2)培 地及び培養法;Saut◎R培 地に上記の各菌株を

移植 し,37。Cブ ランキ内で9週 聞培養 した◎

3)AzoT黛 分離:伊 藤 ・越村の方法を追試 した◎

その概要を記せぱ次の如 くである◎

培養終了後,殺 菌 し,濾 紙をもつて菌体を別ち,液 体

を水浴上で%に 濃縮後Seitz濾 過器をもつて濾過 し

た濾液にNaOI'1を 加えて,ア ルカリ性となし,NaNO2を

もつてA卿 化 したO-Atainophero1を 加 えて・一夜氷

室に静置 して充分Diazo化 させ,N/10HCIでpH

40と すればAz〈)蛋 白は沈澱する◇この沈澱を集めN/

1aNaOHに 溶 し,不 溶物を除き,再 びHCIで 集める

臨操作を数回繰返 して精製 し これをNaO}1に 濤 し,約

皿 モルモツ トの皮内反応

A実 験 方 法

ユ)使 用動物:の 青山B感 作群:青 山B株 死菌流

動パラフィン乳剤6m9筋 肉内接種後6週 以上を経過し

たもの,b)BCG感 作群:BCG株 生菌3伽gi接 種後

6週 以上を経過 したもの,こ の両群とも標準ツペルクザ

ン2,000倍 稀 釈液O.1。cを 皮内注射後24時 間におい

て10nimLl上 の硬結を呈するもののみを実験に供した・

笑験は1950年 の2月 と10月 との2回 行つた。その燦

におけるツdル クリン反応の強さは第2表 の如くであつ

て,青 山B感 作群では硬結の平均の大さが15mPtで あ

るのに対 し,BCG感 作群では11mmで ある。 すなわ

ち後者は前者よりもアレルギーの弱い動物であつた。

第2表 使用モルモツトのOTに
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週

1以 上

f
11,911.2

11。18.8 6.2

2)試 料=a)OTは 軒 山B株Saut◎R培 養 の標準 ツ

ベルク リソ,b)青 山RAz◎T,c)BCG-Az◎T,各 試

料は生理的 食塩 水(phe捻olを 加 え な い)を もつ て稀 釈 し

た。

35注 射 量=OTは2,000倍 稀 釈液0・1ccす なわ ち

O。05mg,両Az◎TはOJγ

4)注 射 方法:感 作 モル モ ツ トのi背部 の一 側 にはOT,

他側対 称部 にはAzoTを それ ぞ れO・1ceず つ 皮 内 注

射 した。

5)判 定方 法:注 射後24,48及 び72時 間 にお け る硬

緩 の横縦 径の算 術 平 均 を求 めた ・ 但 し10月 の実 験 で は

発赤の大 さ も計 測 してみ た ◎

お 実 験 成 績

一1.Ratio及 び 硬結 の平 均 値 に よ る比 較

青山B感 作群 及 びBCG感 作 群 を用 い,OTに 対 し青

山B-AzoT及 びBCGpAz◎Tを 注 射 した場 合 の硬 結

によるRatioは 第3衷 の如 くであ つ た◎

第3表OTに 対 す る青 山B-AzoT

as及 びBCG -AzoTρRati◎

よりも弱い反応を呈 したcま たP・CG--Az◎Tを 用いた

場合では,青 山B・ 一一nyAzcTの 場合と反対の反応を塁 し,

青 山B感 作群では α67で あるのに対 し,PCG感 作 群

では1・20と なつているeま た第2回 実験の場合も大体

において第1回 笑験と同じような放績である¢ただ全体 と

して第2回 実験の数値は第1回 笑験のものに比 して大き

くなつている点が異るのみである。これら2回 の実験結果

からわかることは,青 山B感 作群に対し青山B一 鋤 。Tは

強く反応 し,BCG-Az◎Tは 弱く反応する傾向が見られ,

またBCG感 作群では青肉B--Az。Tは 弱 く,BCG
す

AzoTは 強 く反応する傾向が見られたeま たAzoTの 側

から見れば,青 出B-AzoTは 両感作群に対する差異

は比較的少ないが,BCG-Az◎Tで はその差異が顕著

であつて,BCG感 作群に対 し型特異性が明らかに認め

メられた◎こ就らの関係は硬結の大 さの平均値について見

ると爾更明らかになつて叢ろ。すなわち第4表 の如 くで

ある。 ノ

w総 括

伊藤 。越村はモルモツトに人型結捜菌 琉 株lm9を

注射後1カ 月を経過した感作動物を用い,OTとAzg

Tと を皮内闘 した綴 ・T"塊(10.1
1,000)

に 封 しHerAz〈}TはLO～0.1Yの 聞

が ほ セ等 力 価 で婁,つた と報 告 して い る¢

契験
感 作 群 別

青 山B-AzoT BCG-Az◎T

、時期 撫2剣48時 瞬 藤 凋48時
一「
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23。.67㌦ 餌l
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101,2σ0.821

i

警12青 山聯 群1・ …ca'…7

回14BCG感 作 群71.010.99

1.1710Q.850.870.98

1.1171。191.Q81.27

註:注 射 量 はOTO.05mg,Az◎TO.1Y

第1回 実験 にお い て ・青 山B-Az◎Tを 用 い た場 合 の24藁

時間におけ るRatioは 青 山B感 作 群 で は0.95で あ るの

に対 し,BCG感 作 群 はO.71で あ つ て,青 山B感 作 群

第4表 両群 に お け る硬 結 の大 さの平 均 値 の 比 較(第2回 実 験)

青山B感 作群

BCG感 作群

われわれ も伊藤 。越村の方法によつて

人型菌青出B株 及びBCG株 のOTか

らAzeTを 分離 し,これ等のAz。Tと

OTと の比較を,青 画B感 作群及びBσ

G感 作群について実施 したが,使 用

動物数が少ない為かあまり明瞭な成績

は得られなかつた◎しか し青山B-OT

…5m9(威 。・…e)に 対 し・ 両Az・

TO.1γ を用いた場合においては大体

次のような傾向が見られた心

青 山B-Az◎TI)CG-Az《 》T

ほ 隼等 しい か な り弱 い

稻 ≧弱 い か な り強 い

す な わ ち青 山B-Az〈>Tは 両 懸

'「 ツ 」
の ・

愚作 種翔
騨別

青 山B-AzoT
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作群に対する差異は比較的少ないのに

反しラP(℃ 論30Tは 膏 肉B感 作i群に

は弱 ぐ,君CG感 作群には強 く反応して

いて,型 特異性が顕著に認めらぬたポ

v結 言

青山B感 作群及び1≧CG感 作群に対

し,青 山B・-OTと 青出B蛤30丁 並

びに お(℃-Az・Tと を波内注射 して

比較 した結果あまり確実な成績は得ら

れなかつたが大体次の如き傾向を見る

ことができ触
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1)青 出B感 作 群 で は,青 山B-OTO・05mgに 対 し,

青 μ4}㍉Azぐ)TO、1Yで は ほ 黛等 し く,BCG-Az◎TO・

1Yで は稽 気弱 か つ たtt

2)BCG感 作 群 では,青 出B--OTO・05m9に 対 し,

膏 μ4B-AxeTO.1Yで はか な わ弱 ぐ,RCG-AzoTO・1

¥で は か な り強 か つ た 。

3)故 に これ だ け の動 物 実 験 の 成績 か らす れ ば,青 肉

B-Az心Tよ りもBCGAxoTの 方 が よ り型特 異 性 を

顕 著 に認 め られ た⑪

終 りに 臨 み,Az◎Tの 分 離 方 法 を直接 御 指 導 下 さつ

た 金 沢大 学結 捜 研究 所,岡 本 教授 及 び 伊 藤助 教 授 の御 好

意 を感 謝 ナ る鑛 なお この研 究 費 の 一端 は綜 合研 究,結 核

研 究 委 員 会 の援 助 に よつ た の で蝕 に謝 意 を表 す る◎
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