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液体培地における結核菌の発育に伴 う液体及び

蔚体の生化学的変化に関する研究

第4報 人 梨驚 青 山B株 を 、Sauton培 地 に培 養 した

OIdTuberculinの 変化

1緒

圏立予防衛生研究所結核部(部 長 柳沢 謙)

言

浅見 望 ・細井正春 ・土屋院司

(昭和27年11月5日 受付)

先 きにわれわれ甥)は 人願¥郭 」山B株 及びH.ri:、'・琉 株

等 をSa雛t撒 培地100eeに 培養 した後各週 ごとに培 控を

申止 し,殺 菌す ろことな く菌体 と液 体 とに別 ち,液 体は

殺菌後濃縮せず培養前培地量 とな した ものにつ いて,培

地成分 申の種 々なる項 欝を検査 した成績 を報告 した○併

しこの実験 では培養後濾液 を濃縮 していないので実際 の

OTの 魏 法 とは違つ ているので,今 回は培 養後隔週毎 に

培地1,⑪00eeず つを用 い,常 法 によつて1緬 に濃縮 した

ものについて,各 種項 目を検査 し第1報 の濃縮 しない場

合 と比較 を行つたので ここに報告す る。

∬ 実 験 方 法

1)営 株=人 型菌青山 鷺株

2)培 養方 法:500c#rツ 」 コルペ ソにSttut◎n培 地

250eeを 分 注滅菌 したもの多 数に上記菌株 を培養 したe

3)試 料の調製:培 」発後隔週毎に コルベ ソ4本(合 計

1,000¢の ずつo)培 養 を中止 し,殺 菌後 数過周放置 し,次

で濾紙で濾過 し菌体はそのまま乾燥 して菌量 を 測 定 し

た◎ll黛i～は水浴hでi/霊 鱒に濃縮 した"こ の濃縮 液 を用い

第1表Sご 斑t伽 培 地1,000ecに 青 山B株 培 養 後}三 緬 濃 縮 した場 合 の 各 週 変 化
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議*前 後 とは濃縮前 後の こと,磯 養滅菌中破損

て各頚 日の試 験を行 つ た。

4)定 性及 び定量試験法:前2報 に記載 した方法 によ

つ たので ここでは省略す る◎

5)力 価試験 法:予 研標準 ッベ ルク リン希釈液(2,000

倍希釈)に 対』し,各 週 の原液 屯2,000倍 の希釈液 とした

もの を用いた。動物実験 には人刑 菌青山B死 菌 流 パ ラ

6mg感 作モルモ ツトを用い,人 体 試験 にはBCG接 種者

及 び自然感染者の含まれ ている学童 を用い た◎

6)血 球凝集反応:Mi〈ldlebrcok3)の 方法に よつたe

抗体 としては牛re株 死菌流 バラ感作後24週 目の家兎血溝

2種 類(No・6及 び9)を 用い,抗 元 と しては各週 の濃

縮 原液 を30倍 に希釈 した ものを用いた。

∬ 実 験 成 績

SaRton培 地 に青山B株 を培養 し,隔 週毎に 「ツ」原

液 を作 り,そ の化学的変化 を検査 した成績は第1～3表

並びに第1～6図 の如 くであ る・また第1報 の冥lll中,

今回 と関係 ある検査項 目だけを死較 のため表示すれぱ第

4表 の如 くである◎

1)菌 豊及 び液量:乾 燥 菌量 は4週 か ら急 に増加 し,

6週 で最高 を示 し,以

後10週 ま で比較的変動

少な く,14週 か らは徐

々に菌童 を 減 少 す る

も,20週 に至つて も最

高時の20ク6しか減量 し

ていない。、また液晟も

培養後8週 まで1痴磁

しているが,そ の後20

週 までは夢あま り変化

はない今 これ を前報 と

比較 するのに,今 回の

菌量及 び液量 と屯14週

以後 におけ る減少が少
雰

なかつ たむ これは前報

の場台 は踏地 嚢津が少な

一一一36一
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いため,操 作中の損失及 び蒸発等 による

影響が大 きい為 と思われ るり

2)PH:培 養 の進むに従 いPHは 酸

性度を増 す も6週 以後 は殆 ん ど同一値を

添 したeし か し濃縮後のPHは いすれ も

5.0前 後 であつたoな お前報 では培養 陵

3週 まではアル カ リ性を呈 しその後酸性

となつていたが,今 回ではアルカ リ性の

時期を見 ることがで きなかつ たfiこ れは

殺菌の際 の加熱 と殺菌後 やや なが く菌体

を分離せずに放置 していた ことに囚 る屯

の と思われ る¢

3)蒸 発残量及び還元麸:蒸 発残量は

週 を追つて減少 し,8週 で最低 を示 し,

以後幾分か増加 してい る○ これは大体前

報 と等 しい。

還 元量は6週 から急 に増加 し,そ の後

培 養の進むに従 つて漸次増量 している○

これ も前 に報告 したHu及 び1玩 株な どの

場 合 と等 しい傾向を示 した

4)総N量 及び蛋亡IN量:総N量 は培

養 の進む に従つて減少 し,4週 で最低を

示 し,そ の後漸次増量 している。 ・これに

反 し蛋 白N量 は遡 とともに増加 し,8週

まではか な り急に増加する もその後の増

加 はやや緩慢 てあるc

5ブ 力価;動 物では6週 か ら,入 体で

は4週 か ら標準液 と等 しい力価 を呈 し,

その後20週 まで}latioユ 。00から1」0の

間 を変動 してい る○すなわち入体 による

力価試験 の結果は大体潮報 と等 しいが,

動物ては前1浸の ものは15週 まで週 ととも

に力価 は強 まつていたが,今 回ではあま
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人体 皮内反応成績(48時 間判定)第3表
後

培

、

週

増

き

,今 あ

り差 を生 じていない。 これ

は濃縮 に よる影響 と考えら

れ る。

句 血球凝 集反応:免 疫

血清の種類 によ り幾分相違

は あるが,N9.9血 清 では

6週 か ら,Ne.6血 清 では

8週 か ら20週 まで320倍 の

血溝に対 して反 応 して い

るO

IV総 括及び考按

1)第1～2報 の実験は

各 菌珠 を培 養後,濃 縮 しな

い場合 の威績であつたが,

今回は培 養後普 磁のOT製
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註1.対 象 は学 童,

第4表

2.S-一 標 準 液 丁一 試験 液

Saut◎R培 地100cctこ 青 山IB株 培 養後 濃 縮 し

ない も の の変 化(第1報 の 実 験)
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造 と同様iな方 洪に よ

つて,濃 縮 した もの

について各週 による

変化 を調ぺ た結果,

大体において前報の

成績 と類 似 してい

た。すなわち各検査

碩 目の急 速に変化す

るのは,培 養後4週

月であ り,6～8週

以後20週 までは殆 ん

ど一定 の値 を保つて

いた◎ま た力価 も動

物及び人体 と もに6

～8週 に至れば プー

定の価 となる。ただ

人体 では4週 か ら標

準液 と等 しくなるの

に耐 し,動 物 では6

i週か ら標準液 と等 し

くなつている◎これ

は第1報 に も述ぺ た

如 く,培 養初 期には

発赤を起 す物質が多

く,後 期 に至 り硬結

を起す物質が多 く産

生 され て 来 る た め

と,人 体 とモルモ ツ

トによる皮膚の反 応

牲 の相違 とに起 因す

るもの と思われ る◎

2)培 養後各週 の

試料を抗 元 として,

免疫血漕 に対する血

球凝集反応 を行 つた

のに,培 餐 後6～8

週か ら一定 の価 を保

液 菌
量 量
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総 蛋

つてい ることがわかつた¢ これは前述 の各検査 頃目の安

定する時期 と同一 であ り,興 昧あ る事実 である◎また血

球擬集反応 の抗元分析の結果,炭 水化物分割が蛋 白分割

よ りも強 く反応す る とGemezetJaega¢tの 及 び

Hilgon&Elek5)等 が報 じてい るeわ れ われ も抗元分析

中であつてまだ結論 には達 しないが今までの成績か らす

れば,大 体炭水化物分割 の方が強 く反応 している◎ま た

この ことは濾液 申の還 元量 の生現時期及 び麟;と も関係

あるよ うであ る。

3)従 来OTの 製造 には8週 培養の ものが用い られ,

わが国の基準 も大体8週 培養の ものを用 いている。 しか

勢

0

2468ア014ibi820遷 臨

4総N及 び蛋 白N量

＼ 〆_署 属
Nksr/蚤 白N'

数

⑳3

246810141620週

6血 球凝集反応

し今 回の実験並 びに前報等か ら考按す るに,Saraton培

地に よ く機れ た菌株 であれば,培 養後6週 に至れば大体

において濾液 中の化学的成分並びに力緬等が安定 しさら

になが く培 養 して も,あ ま り著 しい変化 は認 められなか

つ た◎ これ らの ことから,OT製 造には6週 培養の もの

で もよい と思われ る◎

V結 言

Saut◎n培 地 に人型菌青幽13株 を培 養後,2～20週 ま

で隔週毎に培養 を中止 して,OTを 麗 造 し,数 種の化学

的性質並びに力価試験 を行つた結 果次の こ と を 結 言す・

るo

一38-一 一



1)菌 量1は4週 目頃において急速に増加 し,6～10週

で最高を示 し,以 後徐々に減少 した◎

2)PH・ 蒸発残量 ・還元燈 。蛋 白N母 。血球 凝集 反

応の抗元性等 も4週 目で急速 に変化 し,6～8逓 におい

て一定値 とな り,そ の後の変動は僅 少であつた◎

3)力 価は人体試験では4週 から,動 物試験 では6週

か ら,標 準液 と等 し ぐな り,そ の後 の変化 は 少 な かつ

た0

4)以 上の事実 よ り,OTを 製造す る場 合の培養 日数

は6週 で もよいと思 う◎
謬

稿を終 るに当 り,御 指導 と御校閲 とを賜つた柳沢部長

に謹んで謝意 を表 す る◎ なお この研究費 の一端は文部省
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綜合研究,結 核研究委員会の援 助によつ たので鼓に謝意

を表す る。 、
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