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第2報 ツベル ク リン劃分の化学的性状並びに

生物学的活性の加熱による変化
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ツペルク リン中の各劃分 が通常行われ る加熱 操作 に よ

る減菌 によつて如何に変化 するか を調ぺ るために,結 核

菌の同一一Lotの 培養濾液 を等 分し,一部 を非加熱部 と し,

他 を加熱部 として100｡C2時 間 の加熱を施 し,こ の両部

について低温 アル コール沈澱法 による分劃1)を 行つ て,

それぞれか ら3櫨 蛋 白,2種 多糖 体を分離 した2)｡前 報

において これ ら劃分の収量 の面か ら検討 を行つたが,今

回 これ らの劃 分につ き化学的性状及び ツ活性を調べた の

で この結果 を報 告 し,こ れ によつて両部の劃分を比較 し

て ッベ ルク リン劃 分の加熱 による影響について考察 した

い と思 う◎

実 験 材 料 及 び 実 験 方 法

材 料は前報 において述べた ところの人型菌並びにBCG

培養濾液の非加熱部 よ り分離 した蛋 白A,B,C及 び多

糖体 叢,皿 並 びに加熱部 よ り分離 した蛋 白hA,hB,hC

及び多糖 体hI,h皿 を用 いた｡い ずれ も凍結乾燥 を施

した｡

化 掌 分 析 法

1ノ 窒 素量:microKjeldah1法 によつた0

2)核 酸量:DischeのDiphenylamine反 応3)4)を

利用 した｡こ の反応 で生 じた青 色調 を610叫 の フィル

ターを附 して光電比色 計で測 定 した｡標 準 曲線 は精 製

DNA(註)を 用 いて作 り,こ れ に基いて劃 分のDNA含

有量を求めた｡

(註)今 回の実験では ミノファーゲ ン製 を使用 した｡

この ものは ミノファーゲ ン研究部 の分 析 によれ

ば,N二11.47%,P=7.43%,N/Pニ1.54で あ

つた｡

3)炭 水化物量:Carbazo1反 応 を用 いて測定 した｡

赤色調 を530myの フ{ル タ ー を附 し て光電比色計 で

測つた｡標 準 曲線 は精製 ブ ドウ糖 を用いて作 り,こ れ に

基いて謝分の炭水 化物含量 を求めた｡な おCarbazo1反

応 は,核 酸の糖部分 にも反応 するので,劇 分の核 酸鍛 に

よつて炭水 化物量 の補正 を行つた｡

ツ 活 性 測 定 法

人型 青山B株 の死菌流パ ラ乳剤で感作 したモルモッ ト

を用い,次 の2方 法 で活性 を調べた｡

1)等 重 量の劃 分を注射 した｡

2)係 数6.25を 用 いて各劉 分のN量 か ら純蛋 白量 を

求め,こ の同 じ量 を主射 した｡

いずれ もモルモッ ト皮 内に0.1cc注 射 し,24,48時

間後の発赤 を計測 しその平均値 を求め た｡

実 験 結 果

1各 劃 分 の 化 掌 的 性 状

1)非 加黙部劃 分の性状

第1表 においてみ られ る如 く,人 型菌非加熱培 養濾液

か ら分離 した劃 分では,蛋 白AはN量 が大体7%内 外で

割 合少な く,炭 水化物が非常 に多 く20～40%含 まれて

いて,一 種 の糖蛋 白であ ることが知 られ るe蛋 白Bは12

～14%のN量 を持 ち,Aよ りは相当少いが或程度 の炭水

化物 を含んでいる｡叉 蛋 白CのN蟄 はBと 同程度 又はそ

れ より多 く14～15%で あ り,炭 水化物量 はLotに よつ

てい くらか 罠るが,一 般 的 に3蛋 白劃分中最 も少な く2

%内 外である｡核 酸含量 は3つ の劃分 ともいずれ も1～

O.3%以 下 であ り,この分劃法で培養濾液 よ り分離 した も

のには核酸含量が非常に少ない ことがわかる｡こ れか ら

みる と3種 蛋 白翻分中では ツ活性 の面 は別 として蛋 白C

が最 も不純物の少 ない形であ ると思 われる｡一 方多糖体

では,1は 炭水化物がそ の約70%内 外を占めていて,

なお4～5%のNを 含んでい る｡嚢 のN量 は1%以 下で

あ り,99%以 上 は全て炭水 化物である｡核 酸 は1,Rと

も殆 ん ど含 まれ ていない｡す なわち多糖体 璽は非常 に純

粋な調分である といえよ う｡

BCG培 養濾液 か らの ものでは,人 型菌 のそれ とやや

異 なる よ うである｡こ の場合の蛋白Aは10～12%のN,

9～15%の 炭水 化物 とい う組成であつて,や は り糖蛋で

はあるが,蛋 白 と糖量 との比 率が人型菌 のAと 大分異な

っているe又 蛋 白BのN量 が7～11%と 少ないのも異な

る点であ る｡次 に蛋 白Cは,11～14%のN量 を持 つてい

るが,人 型菌 のCと 異 る ところは,炭 水化物量 及び核酸

量の多い点であ り,そ れ ぞれ7%及 び9%程 度見 出され

るのであ る｡又 多糖体 璽はNを 全 く含 まず,炭 水化物が

そのすべてであ り,最 も純粋 な多糖体であ る｡

2)非 加熱部劃分 と加熱部劃分 との比 較

同 じ第1表 に掲げた成績 について比較を行 う｡

人型菌 の場合は,

蛋 白hA:蛋 白Aに くらべN量 やや少な く,反 対 に炭

水化物量が多い｡こ の差はLot2の ものでは殊 に著 し
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く,あ たか もその半ば以 上の部 分が置換 したかにみえる｡

核酸量 はAと 変 らない｡

蛋 白hB:す べ てのLotを 通 じて,こ のhBのN量

はBの それ よ りやや多 く,hAやhCの 場合 と逆の変化

がみ られ る｡核 酸量はBと 殆 ん ど変 らず,炭 水化物量は

Bと の問 に定 まつた差 を認め得 ない｡

蛋 白hC:こ れのN量 はCよ りやや少な

く,炭 水化物量 には大 差がみ られ ない｡核

酸量 において,seitz濾 液の加熱部か らの

hCはCと 同 じく極あて少ないが(ll)t16),

菌体 とともに加熱 した濾 液 よ りのhCは

7.2%で あ り,同 じL◎tの 非加熱 部か

らCの0.5%(]Lot2)に 比 し著 るし く多

いo

多糖体 については1,fiとhI,h頚 と

の間 に著 明の差は認め られない◎

Lot16に おいて濾液pHを アル カ リ性

に変 えて加熱 を行 う試 みを行い,分 離 した

劃分 をh2と した｡こ れ ら劃分の性状を非

加黙部r及 び加 熱部h三 のそれ と比 較す る

と,核 酸量に関 してのみ3蛋 白 ともすべて

差がみ られないが,他 のN量,炭 水 化物 量

においては,3蛋 白 ともrとh1と の差 よ

り,rとh2の 差の方 が大 きい ことが認め

られ る｡

なお以上 の結果 はBCGの 場合 において

も全 く同 じ傾向がみ られ る｡

璽 各劃分 のツ活性 の比較

(1)等 重量接種 の場合

結果を第3表 に示 した｡等 重量 当 りの調

分の ツ活性は,蛋 白ではB>C>A及 び

hB>hC>hAの 順 であつ て,非 加熱部劃

分 と加熱部 劃分 とでの順序 の相違はみ られ

ない｡そ れぞれの劃分を比 べる と,A>hA,

B>hB,C>hCで あ り,す べて加熱薄劃

分は相応す る非加熱部謝分 よ り力価が劣っ

ている｡

多糖 体劃 分は元来 ツ活性弱 く,蛋 白劃 分

の5倍 量程度 の接種 で反応を呈す る｡1受

びhIは,24時 間後 には1/5量の蛋白Cよ

りやや弱 い程度 のかな りの発赤 を現わ し,

申には弱 い硬結 をも認めたが,48時 間後 に

は著 しく反応が減退 した｡jZll及 びh璽

の反応 は,24時 間後には極 めて弱 い発赤 を

現 わ し,48時 間後 はさらに減退 したe中 に

は全 く消失 した例 もあつた¢硬結 は この劃

分では全 く認め られなかつた｡

②N量 を基 に した等純蛋 白鼠 による場合

結果は第4表(略 〉に示 した如 く,この場合はA>B>C

及びhA>hB>hCの 順 であつ た｡又r部 とh部 との

比較 では(1)と同 じ くA>hA,B>hB及 びC>hCで

あつた｡

考 按

今回行つた実験ではSeibertの アルコール沈濃法に
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TABLE3.CO瓢parisonofskinreactionswith

protein-fractionsfromunheatedaエ ×ユheated

cUlturefiltrates(Lot16),giveninequivalent

d◎sage§ba$edonthenitrogencontents,

hAhBhC

析値並び にツ活性の面で全 く同種類の もの

であるこ とが知 られ る◎

次 に人型噛 の蛋白劃分 と,BCGの 蛋 白

劃 分 とでは,そ の化学的性状 に多 少の相違

を見 るこ とが できる｡蛋 白Aは その どちら

も多糖 体を多 く含んだ糖蛋 白であ るが,両

型鋳 の劃分で,Nす なわち蛋 白質 と炭水化

物 の量的割 合が相当異つてい る｡又 蛋 白C

におけ る核酸含董 では,人 型菌のCが 殆ん

ど含んでいないのに反 し,BCGのCは 非

常 に多 くの核酸を含有 してい る｡前 報 にお

いて述べた如 く,BCG濾 液の分調の際に

は,蛋 白C及 でhCは 相当粘稠な状態 で沈

澱す ることを認 めたが,こ れ らに常に高度

の核 酸量 が含まれ ているこ とか ら考 える ど

この粘 稠性 は核酸 ない しは核蛋 白のためで

あろ うと思われ る｡こ の ように両型菌 の翻

分間に質的 な差異 が存す るのは,菌 型 の相

異 に基 くものであろ う｡

ッペル ク リンに対す る加熱の影響をみる

ために,非 加熱部劃分 と加熱部分劃 との性
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よつて調分を分離 し,こ れ らの種 々の性状 を比較す るこ

とによつて,ツ に対す る加熱の影響を謁べたのであるが,

一面又彼女 の分劃法 に対す る追試の意味 を も兼ねている

ので,こ こにまず彼女等の分離 した もの と比 較を試 みる｡

この分劃法 によつて得 られた翻分の化学的性 状について

の総括的な報告 はあ ま り発表 されていない よ うであるが,

断 片的 な報告 によろと,H37よ りの蛋 白Aは,N=4｡1

%DNA=1.1%,CarbOhyd.=60.8%,蛋 白Cは,N

=13.3%.DNA=0.35%,CarbOhyd.=2.7%5),又 別

のH37よ りの∫禽C(原 著で 獣第1翻 分)はN=15｡1

%,多 糖体1(第4罰 分・)はN=5.3%,多 糖体fi(第

5劉 分)はN・0.02096)と なつてい る｡叉 活性 の面で

は常 にAが 最 も強 く,Bが 中間でCが 一一番弱い と報告 さ

れているD◎ これ らの報告 におけ る結果 と,今 回私の分

離 した非加熱部劃分 の性状 とを くらべ ると,そ の化学 分

状 について考察を加えてみる｡ま ず蛋 白劃 分中の核酸含

量は,濾 液その ものの加熱 では全 く変化 しない と考 えら

れ る｡し か しなが ら,通 常 の減菌操作 における如 く培養

液を蕾体 とともに加熱 した時のみhC中 に多 くなる(Lot

2)｡Lot10に おけ る如 く,濾 紙に よる濾液 中にはなお菌

体 ない し菌屑が相当存在す ると考え られ る場 合に もhC

中の核酸は多い｡前 報において,菌 体 とともに加熱 した

時 はhCの 量 が非常に多 くな り,こ れ は共存 していた菌

体 か らの抽出蛋 白であろ うと述 べたが,こ のhC中 の核

酸 もやは り抽 出された菌体蛋 白に由来す るもの と考え ら

れ る｡こ の ことか ら,結 核菌体か ら は,熱 処理に よ つ

て,核 酸 含量 の多 い菌体 ツ蛋 白が抽出 され ることが考 え

られるのであつて,こ れの詳細 については次報で述べる

予 定であ る◎

又hAのN量 はAの それ よ り少な く反対 に炭水化物量

が多 い とい う事実がみ られたが,こ の ことに対 して次の

よ うに考 えるこ とがで ぎる◎蛋 白A劃 分の如 き糖蛋 白は

加熱処理 によって,変 性 と同時に蛋 白 と糖 とが部分的に

解離 し,こ の蛋白部分はそれ迄結合 していたため に保つ

ていた溶解性 に変化を生 じてhC謝 分 とな り,一 方糖 部

分 は多栢1仁塑分中へ移行 した と考 える と,上 のことが解

釈で きる｡前 報 で述 べたA→hA+hCと い う変化及びr

部 よりh部 の多糖体星が多い とい うこ とも,以 上の考 え

に よって理解 され ると思 う｡

一一方 ツ活性 につ いてみ る と,N量 か ら計算 した等蛋 白

量 の接種の場 合は,Seibertの 云 うよ うにA>B>Cで

あ ることが確 め られたが,h部 劃 分で もhA>hB>hC
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の順 である ことが判 つた｡こ の事実 と,hA,hB及 び

hCは 化学的 にそれぞれ異なつた性状 であ り,し か も,

溶解 性において等 しい ところのA,B及 びCの 性状 と

それぞれ非常 に近似的であ るとい うこ とか ら考 えると,

hA及 びhB劃 分は,加 熱 に よつ て蛋 白A及 びBが 変性,

解離 を起 した際の未解離部 分 であると思 われる｡こ の よ

うに,化 学性状 及び ツ活性 の面か ら,前 報で量的関係か

ら述 ぺた処 のA→hA+hC及 びB→hB+hCと い う変

化逼程が裏 付けできる と思 う｡し か しなが ら又,こ れ ら

加熱部か らの蛋 白劃 分が非加熱部か らのそれに比 べ,等

N量 当 りの活性が総て劣つている とい うことと,他方hB

のNは 常 にBのN量 よ り多いに も拘わ らず,そ の力価 は

やは り弱い とい う点 とともに考え合せ る と,こ の度 の実

験方法 では計測で きなかつた変化が生 じてい ることを思

わせ る｡こ のよ うな変化は ツ蛋 白中のツ活性に関係ある

部分 の変性 と考 え られ るのであつて,恐 ら く蛋 白質 の分

子溝造上の聞題であろ う○

結 語

人型結核菌 及びBCG培 養磯 液の非加熱部 よ り分離 し

た蛋白A,B,C及 び多糖体L皿 並 びに加熱部 よ り分

離 した蛋 白hA,hB,hC及 び多糖体hI,hUに つ き

化学的性状及び ツ活性 を調べ,こ の結果 から両部 の劃 分

を比較 して,ツ ベル クリンに対す る加熱 の影響を検討 し

たo

化学性状の比 較では,

1)hAはAよ りN量 やや少 な く,炭 水化物量 は相 当

多い｡DNA量 は変 らないQ

2)hBはBよ りN量 やや多 く,DNA量,炭 水化物

量 は殆ん ど変 らない｡

3)hCはCよ りN量 やや少 な く,炭 水化物量には大

差がない｡DNA量 は,Seitz濾 液 の加熱部hCはCと
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1等しいが,菌 体 とともに加熱 した濾腋 よ りのhCに は非

常 に多い｡

4)両 部か らの多糖体劃分間 には明 らかな性状 の差 は

認め られない｡

5)濾 液 をアルカ リ性 として加熱 した ものか らの謝分

の性状 はいずれ も非加熱部劃分 に比 し,上 詑 の性状 の差

が更に大 き曳、｡

ツ活性の比較では,等 重量当 りで も又等N量 当 りでも

A>hA,B>hB,及 びC>hCで ある｡ヌ 等N量 当 り

ではA>B>C及 びhA>hB>hCで あつたe

以上 の結果から,ツ ペルク リンを加熱 した際 には,前

報 で劃分の量的関 係か ら予想 した変化 と同様の.A→hA

+hC+P◎lysaocharide及 びB・ 一・1・hl3+hCと い う変

性,解 離 が生ず る と思われ る｡な お このhA,hBは それ

ぞれA及 びBの 性状 と大体相等 しい とい う点か ら,こ れ

らhA及 びBは,そ れぞれA及 びBの 未解離部 分であ

ると考 え られ る｡又 加熱部蛋 白劃分の ツ活性が,非 加熱

部のそれ等 よ りすべて劣つているのは,蛋 白質 中の ッ活

性 に関係 ある部分の変性 を思わせ るものであ ろ欝

戸田忠雄教授並びに武谷健二助教授の御 指導に深 く

感 謝す る｡本 研 究は文部省科 学研究費の援助 に よつ て
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