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結 核 菌 の 探 部 発 育 に 関 す る 研 究

・第3報 牛血清及び卵黄中結核菌深部発育 因子 について

九州大学医学部細菌学教室(主 任 戸田 忠雄教授)

三 淵 一 二

(昭和27年10月6日 受付)

(本論文の要旨は昭和27年4月 第25回 日本細菌学会総会において報告した◎)

結核菌の深部培養には血清又は血済アルブミンを姶め

黄卵,ム チン等の蛋白質を添加することは衆知の如 くで

あるΦ血清については血清アルブミン劃分が結核菌深部

発育に主要なる役割を演 じているのであるが,な おそれ

以外に結核菌深部発育に作用する他の蛋白成分の存在す

るだろうことを前報において指摘 した1)◎YeumanS2)に

よればアルブ ミン以外にPreaktithrombinが より一層

潔部発育促進的であると報 じている。しか しながら今日

迄の知見よりみるに結核菌深部発育因子と考えられるも

のは総て蛋白劃分であつて,そ の作用機作はなお解明さ

れていない。私は今回これら蛋白劃分申に非蛋白性結核

菌発育因子が含まれているのではないかとの考えの下に

=,三 の実験を試み,い ささか興味ある知見をえたので

報告する。

実 験

1)透 析乾燥牛血清 のアルコール抽出

予め透析を行い無機物質等を可及的に除去 した後凍結

乾燥せる牛血漕蛋白をエーテルにて抽出したが,エ ーテ

ル中には微量の脂質を溶出するのみで,エ ーテル抽出処

理血清蛋白の結核菌深部発育能には著 しい変化を認めな

かつた。そこで次に低温(5。C以 下)に おいて無水アル

コールを以て抽出を試みた◎この際アルコールは塩酸並

びにアンモニアを以て種 々のPH値 に変えて抽出を行

つた。この場合アルコ・一・・ルのPHが 小さくなる程,す な

わち酸性アルコールを用いる程抽出アルコールは黄色に

着色 し,一 方その血清蛋白は著明に脱色されてい くのを

認めた◎

アルコ陣ル処理後の血清蛋白はアルコール及びエーテ

ルを以て洗い直ちに乾燥 しその結核菌深部発育能を調べ

たところ,酸 性アルコ・・`ル処理の場合ことにHP1～2

塩駿アルコール処理血清蛋白はその深部発育能が著 しく

減弱 し殆ん ど消失する事実を認めた◎

一方アルコール抽出部はすべて減圧濃縮 し,そ の残溜

物をキルヒナー原液(以 下キ原液とす)に 添加 し無蛋白

状態で結核菌の深部発育を検討 したが,こ れら抽出物に

は深部発育能を認めえなかつたのみならずこれ ら抽欝物

を血清加キルヒナー培地(以 下些清キ培地とす)に 添加

してみるに,結 核菌の深部発育は返つて阻害されるのを

知つた。しかしながら塩酸 々性アルコール処理蛋白の深

部発育能の低下又は消失 とアルコール抽出液の著 しい着

色の事実より,こ の塩酸 々性アルコール抽趨物中に深部
の

発育因子がかくされているのではないかとさらにその分

劃を試みた。

2)乾 燥牛血清蛋白の酸性アルコ・・ル抽出成分の分劃

PH2塩 酸 々性アルコt・・一・tル抽出部を減圧 。濃縮 ・乾燥

するに残溜乾燥物は黄褐色の油脂状物質である◎これを

まずエーテルにて溶毘すると褐色の色素及び大部分の脂

質は溶出されあとに黄色物質を残す◎次に無水エタノー

ルにて溶出すると黄色物質が溶解し,さ らにその残渣を

無水 メタノールにて溶出するとメタノールには無色物質

が溶解 して くる。なお最後に小量の白色物質を残 したっ

このように溶出分別 した各劃分は減圧下で蒸発乾固す

ると,エ ーテル可溶部は褐色脂質,エ タノール部は淡黄

色無晶形物質,メ タノール部は白色結晶性物質で,な お

メタノールにも不溶の残澄は小量の結晶性物質である◎

これら劃分中工一テル可溶部は水に難溶の為一応除外し,

エ タノール,メ タノール可溶部及び残渣をキ原液に溶解

し無蛋白のまま人型結核菌10…3塑gず つ接種 してそれら

の深部発育能を調べた◎その結果はメタノール可溶評添

加ではキ原液のみに結核菌を接種 した場合到底認められ

ない小量の深部発育菌塊を認めえたが,他 のエタノール

可溶部及び残渣添加では全く菌の発育を認めなかつた◎

然 しながらメタノール可溶部の添加の場合の菌発育はキ

血清培地の発育には到底及ぱない。そこでエーテル可溶

性の脂質が結核菌深部発育上重要なる問題を残すことと

なるのであるが,そ の取扱いには困難を覚えた◎種々実

験の結果工一テル可溶部は油脂ばか りでなく燐脂質と思

われるものの存在を知 りえたので,脂 質殊に燐脂質に主

点をおいて次の実験を試みた◎

3)乾 燥牛血清蛋白中脂質殊に燐脂質の抽綴

燐脂質の抽出方法にはMacLean;〕[£veRe&R◎1f

等の方法をはじめ,新 しくはPaBgb◎rn;M,Faure;

～39～
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R・G・Sinclair等 の抽出法など数多くのものがみられ

るが3),燐 脂質劃分を取 る目的で古い方法ではあるが,

Haberman法4)を 用いて実験 した。第1表 にその抽出方

法を示 したが,乾 燥透析血清蛋白をまず酷酸エチルエス

テル(以 下酷エチとす)に て冷抽出したが,先 に述べた

エーテル冷抽崖の場合と同様 ,復 量の脂質を溶解 して く

るのみであつた◎次に蛋白部は炭酸ガス気流申で無水ア

ル コ{ル を以て温浸 した◎使用アルコールは自ら精製 し

化学的純粋なるものを抽出に用いた◎アルコール温抽出

液は黄色に着色してくるが,こ れは先に行つた塩酸々性

アルコール抽醐の場合に非常に類似している◇アルコー

ル抽出液は濾別後脂質の空中酸化を防止する為炭酸 ガス

気流中で減圧乾燥 したが,乾 燥物は黄褐色の大部分脂質

よりなる無晶形物質である○

この乾燥物を無 水酷エチ(精 製せる化学的純品を使用)

にて温時溶出するに酷エチ溶液は黄褐色で乾燥物中の大

部分の脂質は溶解 し,残 に淡黄色の不溶物を小量聲 した◎

次に温酷エチ溶液は塩水にて強冷却すると黄色の紫状沈

澱を生ずるので冷却下炭酸ガス気流中で濾別 した。冷酷

エチ不溶物は黄褐色の脂質である(EAciRsol・)。 これは

減圧下で溶媒を除き炭酸ガスを充墳 し冷蔵庫中に保存 し

た。濾液の冷酷エチ可溶部は減圧下で乾燥すると黄色脂

質であつた(EAcs◎1.)◇
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4)卵 黄 燐脂質の抽出

血清中結核菌櫟部発育因子がその

脂質成分ことに燐脂質劃分中に存在幅

するのではないか との推察より,卵

黄を主成分とす るベスレドカ培地に

おける卵黄の意義も又考察されるぺ

きである戸そこで凍結乾燥卵黄につ

いて血清蛋白の場合と同様にHabeb

斑鋭 法を以て燐 脂 質 劃分の抽出を

試みた(EggPhr,)(第2表)。

5)牛 血清抽出成分及び卵黄燐脂

質闘分による結核菌潔部培養

牛血清より抽出劃分 した冷酷エチ

不溶 部(EAcinsol.)及 び可溶 部

(EAcS◎L),エ タ ノPル 可溶部(A

L)メ タノール可溶部(Me.)並 び

に残渣(R・),さ らに卵黄燐脂質劃分

(EggPhL)を キ原液にそれぞれ

0・2・O・1,0・05mg/ceの 割 に添加し

無蛋白状態 で培養を行つた。使用結
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核菌は青肉B株 のソートン培地3週 問培養菌であつて,

培地5ecを 含む各試験管に10蝋3maず つ接種 した◎

この際培地作製に当りEAcinS◎1.,EAcsol.,Egg

PhLは 予め無水アルコールに溶解したものをキ原液に

添加 し,そ の後培地中のアルコール除去と滅菌を兼ねて

100◇C10分3回 加熱 した◎脂質戊分添加培地は白濁 し

てくるが,O・2mg/eeの 濃 度では微白濁程度で培養の観

察に何ら支障をきたさない。

菌接種後37◎Cに3週 及び4週 培養 し結核菌の深部発

育状態を観察 した◎なお対照としてキ原液のみと牛血清

加キ培地とを用いた。培養結果は第3表 に示す如 くであ

つてEggIPhLXロ キ原液は牛血清加キ培地と殆んど変ら

ない著明な結核菌深部発育を認めた。一方牛」血清脂質の

場合はEAcins◎L加 の場合予期せる結核菌深部発育を

認めることはできなかつたが,EAcsoLを 加 えた培地

では低濃度添加の場合小量の肉眼的に認めうる菌発育を

認めえた¢

なお脂質以外の牛血清抽出部のMe・ 劃分では前の酸

性アルコール抽出の場合と同様微量ながら結撲菌深部発

育を肉眼的に認めえたが,Al・ 劃分及びR・ では深部発

育を認めなかつた。

第3表 キルヒナー原液における結核菌深部培養

培蜘 数2剥3週14週

しかるに一方牛血清 抽出成分添加の場合はEAeins◎1、

及びEAesoL劃 分ともに添加濃度の高い程深部発育は

低下する傾向を有 し,牛 血溝燐脂質調分には卵黄 とは異

つて相当の菌発育阻害因子の混在があるもののようであ

つた。

AL,Me・,R・ 劃分添加は菌深部発育には著しい影響
な

を認めることはできなかつた◎
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核菌深部培養

培 養 日 数2週3週 4週

添憶 加刺 ・・2…1・ ・2…i・ ・2…

EggPhL

EAci】3sol。

EAcso1.

Al.

Me.

R.

添 加 量 ・・9/・cla20・10・e510・20・10・051q2e・1・ ・05

キルヒナー血

清加培地

耕
苔

+
+

碁
畢

碁
升

昇
什

升
躰

帯
帯

一
喝

よ
↓

+
+

+
+

+
+

十

帯
帯

伊
伊

帯
…什
伊
升

荘
炉

伊
伊

撒
冊

十
夢

苔
夢

升
升

著
升

升
静

帯

EggPhL 十+

十L+

帯 伊
帯 耕

冊
櫟

帯
欝

帯
併

帯
冊

塾
欝

帯
帯

櫻
鰹

帯
擢

搭
伊

伊
帯

伊
併

舟
帯

EAcinso1。

EAcso1.

Al.

Me.

R.

キ ル ヒナ ー原液

キル ヒナ ー
血清 加 培 地

==土 ==#

よ よ

=志 ↓

よ

==_

十
帯

冊 冊
冊 器

一 一 伊

一 一 升

十

よ

十

+

↓

「

∴

↓

よ

+

一

一

鱒
よ

駐)接 種菌;人 型結核菌青山B株10ny3mg

6)牛 血清抽出成分及び卵黄燐脂質の牛血清加キ培地

内結核菌深部発育に及ぼす影響

牛血清加キ培地に血清抽礎成分及び卵黄燐脂質劃分を

それぞれ0・2,0・1,0・05my/ee添 加 し,これに入型結核菌

青山B株 を10-"mg接 種 し菌の深部発育への影響を調べ

た。その結果は第4表 に示したがEggPhL添 加 は対

照の血清加キ培地そのものの菌深部発育よりはるかに良

嬉であつて,発 育促進的に作用するもののようである。

註)接 種菌:人 型結核菌青山B株10つ 彫

7)牛 血 清抽出成分及び卵黄燐脂質劃分の結捜菌表面

発育に及ぼす影響

これら各抽出成分をソートン培地にO・1mglgeの 濃度

に添加し結核菌のソー トン培地上発育菌膜を各種の培地

に接種 し菌の表面発育状態 を観察した。接種時の菌膜面

積及び培養により発育増大せる菌膜の面積を測定 し,こ

の面積の増大率を算出して各培地における結核菌の表面

発育率 とした。結果は第1図(巻 頭参照)に 図示したが,

先に無蛋白状態 で良好なる結核菌深部発育能を有 してい

たEggPhL劃 分 は表面発育には返つて不艮なる成績

を示し,菌 膜の増大は殆んど認められないうしか しなが

ら表面菌は一部沈下し深部において菌塊の形成を惹起す

る傾向を有していた◎又血清のEAcso1.劃 分 も先にわ

ずかながら深部発育能を有 していたが,表 面培養の場合

EggPhLと 類 似して表面発育の低下をみとめた◎この

ことは血清のEAcsoL劃 分 と卵黄のEggPhL劃 分

とは類以の化学的成分をもつのではないかと考えられる◇

血清のEAciMsol.劃 分 はEAcs◎L劃 分よりやや弱い

表面発育の低下をみた。しか して一方血 清抽 出劃 分中

A1・劃分は表面発育を非常に艮好となし,対 照のソ・…ト

ン培地そのものの菌発育より菌膜の増大は著 しかつたe

A1・翻分は対照よりやや菌膜の増大は低下 している¢

、一一 一41-一_
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2.C

瞭

第1図 結核菌表面発育への影響

添加量……0.1瑠/¢c

Ax… …発育表面積

Ai… …接種菌膜面積
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垂421

堵 養B教 ・

考 察

結核菌深部培養に用いられる血清叉は卵黄の作用に関

しては今 日なお充分なる解明がなされていない。ただ血

清申の蛋白成分(ア ルブミン劇分或いは5Zp:oantithro-

mbin2))が その主要なる作用をなしていると報告 され

ている程度であつて,そ の作用機作については全 く不明

である。私はいわゆる蛋白成分になお不萌の結核菌発育

因子が存在 しているのではないかという考えの下に実験

を進めた。すなわち乾燥透析牛血清蛋白及び乾燥卵黄よ

り抽出を行い且つ抽出物の溶解性より数種の劃分に分別

した。これら各種劃分はすぺてキル ヒナー原液に添加 し

無蛋白状で結核菌の深部培養を行い,そ れぞれの劃分の

深部発育能を検討した。その結果劃分中の脂質成分殊に

燐脂質劃分と考えられるものが血清 そのものの添加の場

合と殆んど変らない結核菌深部発育能 を有していること

を認めえた◎特に卵黄燐脂質翻分はこれを添加すること

で無蛋白状で著明に深部発育をなさしめるのみならず,

血 清と併用すると菌の深部発育に促進的に作用 し,且 つ

ソートン培地にこれを添加する場合,結 核菌はその表面

発育よりもかえつて深部発育に傾 く牲状を有することを

認めた。

しかしながら一方牛血満蛋 白よりの脂質ことに燐脂質
　

劃分では卵黄とことなつて,い ささか予期に反し菌の充

分なる深部発育能を認めえなかつたeB◎iss▽ain5)は 血

清申全脂質劃分が菌に有害であり,燐 脂質は菌の深部発

育に作用しないと報 じているが,本 実験においても牛血

清脂質劇分は有害なる作用を認めえた◎ただ,し か しな

がら脂質劃分の添加量の小 さいときは結核菌深部発育を

なさしめる作用のあることを知りえた。この事実は注意

されるべきことと考えられるのであつて,本 実験で抽出

に用いた血清蛋白はすなわち血清の総蛋白質であり,結

核菌発育に有害とされているグロブリン劃分等を含有し

ている。恐らくこれら阻害成分を除いて抽出を行つた場

合卵黄燐脂質翻分と同様なる結核菌深部発育性物質をう

るのではないかと考えられる◎このように結核菌深部発

育には拍1清中叉は卵黄中の脂質ことに燐脂質成分がその

主要なる作用をなしているように考えうるのである。

燐脂質なる物質についていささか考察 してみるに,本

化合物は化学構造上不飽和脂酸であるオレイン酸,リ'ノ

ール酸を含有せる複雑なる物質である◎結核菌々体には

相当量(約6.54%)の 燐脂質を含有 しているが6),こ の こ

とは結核菌の発育上燐脂質の葬要性を考えさせられる。

燐脂質は水申において親水性 ゾルを形成する性状を有し

ているが,こ の性状により培地中の結核菌々体表面は著

しい変化をうけるものと考えられるのである。すなわち

燐脂質加 ソー トン培地では結核菌は表面発育よりかえつ

て深部発育へ傾 くのであるが,こ の事実は結核菌々体表

面が 親水性 と変化させられているように考え られ る◎

Dubos等 の実用化せるTkeeen80の 如 く,そ の表面活性

化と菌発育とは連関性があるもののようである。叉オレ

イン酸は今日結核菌発育上必要なる物質と考えられてい

る点より考察 しても燐脂質の意義は深い もののようであ

る。

最近片山7)は 簡易なる卵黄加深部培地を発表している

が本培地は卵黄蚕白を含有 していることは勿論ながら,

卵黄中燐脂質及び脂質等をコロイド状に含有している点

誠に興味深いことと考えられた◎

む す び

1)牛 血清蛋白を塩酸 々性アルコール低温処理すると,

処理蛋白は結核菌深部発育能が著 しく低下又 は 消失す

る。そこで酸性アルコール抽出部を分劃 し各成分の深部

発育能を検討 し,脂 質成分の重要性を認めた。

2)牛 血清蛋白及び卵黄 より脂質ことに燐脂質闘分を

分離 しその結核菌に対する深部発育能を調ぺた◎卵黄燐

脂質劃分は無蛋白状態で結核菌をよく深部発育せしめる。

牛血清脂質では卵黄燐脂質醐分程充分なる深部発育能を

みなかつたが,わ ずかながら無蛋白状態で結核菌が深部

発育しうるのを認めた。

3)卵 黄憐脂質劃分は血清と併馬するとより一層深部

発育を促進}}る 。しかしながら表面発育は阻止され返つ

て菌は沈下 し深部発育する傾向を有している。血清脂質

は血清と併用すると高濃度添加では返つて発育阻審的で

相当の阻害因子の混在をみとめた。

4)結 核菌深部発育には並1満中又は卵黄中脂質ことに

燐脂質劃分が主要なる作用をなしていると考えられる。

一 一42-一 一 。
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