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ツベル ク リン劃分 に関す る研 究

第3報　 結核菌々体 より加熱 によつて抽出され る

ツベル ク リン蛋白 について

九州大学医学部細菌学教室(主任`戸 田忠雄 教授)

大 友 信 也

(受付 昭和29年9月9目)

先 に結核菌培養濾液の非加熱部並 びに加熱部 よ り同一

方法で ツベル クリン劃分を分離 し,両 部の劃分の収量,

化学的性状,ツ 活性の面を比較 して,ッ に対す る加熱 の

影響 を調べ たが,こ の実験中,通 常 の減菌法で行 われる

ところの培養液を菌体 と共 に加熱す る処理を施 した場合,

この濾液か らの蛋白hCの 収量 及び核酸含量 は,培養液

のSeitz濾 液 を加 熱 した ものか らのhCに 比 べ非常

に多い ことを知つたD2)。 このことか ら菌体 を加熱す る

時には,そ れか ら多量 の核酸を含んだ ツ蛋 白が抽 出され

ることが予想 されたのである。結核菌体 から,ツ 活性 を

有す る蛋 白が抽 出され るという ことは既 に多 くの研究者

によつて発表 され てい るが,単 なる加熱 に よる抽 出実験

は少な く,又 これ で得 られた ツ蛋 白をさらに分劃 して,

ツ濾液 申の3種 蛋白との関係の如何 につ いて調べた実験

はない。今 回この関係を明 らかにす るため,先 に予想 さ

れた事実 に基いて実験を行う たのでここに報告す る。

実 験

材 料;10週 聞培養の人型青 山B株 結核菌(Lot17)

及び5及 び7週 間培 養のBCG(】 めt5及 び10)を 用い

た。いずれ もグル タ ミン酸 ソーダ使用 ソー トン培地 での

生菌 である。培養液 と濾 別 した生菌は,濾 紙上にて蒸溜水

で充分洗藤 した。用 いた溶 媒は蒸溜水 と,1:2.5稀 釈 ソ

ー トン培地(以 下 この報 ではこれを ソー トンと略す)の

2種 で,2・5倍 に ソー トンを稀 釈 したのは,結 核菌 の

8-10週 間培養時の培地組成 に近 くしたためである3)。

いずれ もHC1及 びNaOHで そのpHを 適 当な範囲 に

変えた。

方 ・、法:抽 出の場合の菌量 と溶媒量 との関係及び種

種 の溶媒 で得 られた抽 出蛋 白の収量の比較 は,次 のよ う

な規準 によつた。洗灘生菌 は湿つた状態 のま ま秤量 し,

叉別 にこの菌を得た培地濾液量を測 り,こ の両者か ら濾

液11当 りの菌量 を求め る。溶媒は,使 用菌量 に相当す

る濾液 量のV3又 は1/4量 を用 いた。抽 出蛋 白量はすぺ

て,濾 液11当 りの菌体か ら得 られた量 に換算 した。 こ

の ことに より,濾 液か らの劃分量 と,抽 出蛋 白量 との関

係 を一致 させたo例 えば培養濾液 が5'で これからの湿

菌量が4009の 場 合,濾 液ll当 りの菌量 は809で あ

る。100gの 菌 を優用 して得 られた抽 出蛋白量 をagと

すれ}備 液 ・・当り噛 からの棚 量は告9で

あ る。i表中mg/lと 記 しteDl,こ の'は 上の意 昧の濾

液量であ る◎

抽出は,菌 を溶媒 中 に浮灘 させた状態 で,100。C,

2時 間加熱 し て行つ た。 加熱後菌体 を濾別 し,更 に

Seitz濾 過 を行い,前 報 で行つた1)Seibertの 低 温アル

コール沈澱法4)で 分劃 した。ただ しこの度 の実験では限

外濾過 に よる濃縮 は行わなかつた。得 られた ものを,分劃

法 に関連 させて蛋 白xA,xB及 び 罵 と仮称す る。3ζ

この抽 出法 では多糖体 の収量 は非常 に少なかつたので,

この点は報告中か ら除外 した。劃分は数度沈 澱,溶 解 を

繰返 して精 製し,透 析 後凍結乾燥 を行 つた。

化学性状の検査では,窒i鰻 をmicrokjeldah1法

で,核 酸量をDischeのDiphenylamine法 で5)6),又

炭水化物量をCarbazole法5)6)を 応用 してそれぞれの

蛋 白劃分 について測定 した。方 法の大 要は前報2)に 述 ぺ

たので省略す る。

ツ活性 の検査 は,人 型結核死菌 の流パ ラ浮游液で感作

したモルモツ トの皮内反応で行つた。接種は蛋白劃分の

等重量 をO.1ccず つ注射 し,48時 間後の発赤径平均 を

表 に示 した。

実 験 結 果

BCGに ついて行 つた結果 をTable1及 び2に,人

型菌 での結核をTable3に 示 した。

1)BCGよ りの抽出蛋 白

溶 媒 としてpH8.2に 修正 した蒸溜水及び ソー トンを

用いた場合の結果をTable1に 示 した。抽出蛋白の収

量は,両 溶媒 において どちらも,xA,xBは 非常に少い

が,xCは 蒸溜水 の場合 に極めて多 い ことがみ られ る。

蒸溜水申での加熱抽 出蛋 白xA・xB及 びxCと,加 熱

濾液 よ りの蛋 白hA,hB及 びhCそ れぞれの ツ活性 を

同時注射 によつて調べたが・表 にみ られ るよ うに,軸 出

蛋白は,濾 液蛋 白よ りやや弱いが しか し相当強い ツ活性

を有 してい ることがわかる。

次に,溶 媒 の蒸溜水,ソ ー トンを共 にpH8・2及 び6.0
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TABLE3Comparisonofproteinsextractedbyheatingfrom10-w㏄k-01d

humantuberclebacilliindifferentsoIvents.
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5.6

1L5

1169

8。6

34.4

9.2

11。4

C

136

13.1

<0.5

2.2

§13.5

heated

hC

146

13。5

<0.5

1。4

12.0働
"NMilligramofproteinextractedfrombaciIlarycellsharvestedfromonelitreofculture

medium.`

"Mi11igramofproteinisolatedfromonelitreofculturefiltrate .

§Averagediameter◎ferythemasinmillimetrecausedbyinjecti◎noffive霧am而as◎f

prOteln・

の2通 りに した もの に よ る結 果 をTable2に 示 した。 多 く,反対 にxCは 著 し く少 な く抽 出 される 。一 方 ソー ト

この場 合 に,蒸 溜水 で は・ ア ル か り性 でxCが 非 常 に大 ンで は,ア ル カ リ性 で はや は りxCが 相 当 多 く,同 時 に

ff:に,xA+xBは 少 な く,又 酸性 で はxA+xBが や やxA+霜 も あ る程 度 抽 出 され る。 しか る に酸性 で はxC
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は殆 ん ど得 られず,xA+xBが 著明 に多量抽出 された。

即ちth+xBの 抽出は酸性 ソー トンによるのが適 当で

あ り,又xcの 抽 出はアルカ リ性蒸溜水に よるのが最 も

効果的であ ることがわかる。

これら蛋 白の化学的性状 をみる と,N量 はいずれ も,

相 当す る濾液蛋 白のそれ より少な く,炭 水化物量はすべ

てに多 くみ 出だ された。後者は特にxA+xB劃 分中に

非常 に多い◎DNA量 は,濾 液A,B蛋 白には殆 ん どみ

られ ない2)の に,こ の場 合の抽 出蛋 白にはすべて非常 に

多 く含有 されてい ることがわかる。 又 このDNAは,

アル カ リ性 よ り酸性溶媒 に よる抽出蛋 白中に,又 蒸溜ガく

よ りソー トンに よるものの方 に多 くみ られ る◎

2)人 型菌 よりの抽 出蛋 白

前 と同 じく両溶媒 を用 い,pHを それぞれ8.8及 び

5・4と して使用 した。結 果はTable3に 示 したが,こ

れには同時 に分劃 した濾液蛋 白C及 びhCに ついて も記

したo

xA+田 はいずれの場 合 も非常 に少 ないが,蒸 溜水 に

よる場 合は更 に少ない よ うである。xCの 収量 は極めて

多 く・その殆ん どの場合が濾液 からのC又 はhC .の収量

に優 つている。 しか もBCGに お けると同 じ く,ソ ー ト

ンによるよ り蒸溜水 に よる方が多 く,又 酸性 よりアルカ

リ性 での方が多 く抽出 される。

化学性状の面 では,xCのN量 は濾液 からのC及 びhC

のそれ よりすべ てやや少 な く,炭 水化物量 はすべて に多

い。特異的 なことは.や は りDNA量 であつ て,C及 び

hCに は どちらも0.5%以 ドしかみ 出だ されぬに反 し,

xCで はすべ て20%以 上含有 され てい ることがみ られ

る。又人型噛 の場合 も,BCGの とき と同 じく,DNA

は アルカ リ性 よ り酸 性でのxC中 に多 く,蒸 溜水 よりソ

ー トンによるものに多量 みられ る
。

ツ活性は,濾 液蛋 白Cよ りやや劣るが,hCと は殆ん

ど等 しい強い活性 を有 してい ることがわ る。等重量 によ

る検査結果か らみる と,こ れ らの力価は大体C>hC≧

xCの 順である ことが知れ るが,こ の場合 は,N量 とD

NA量 との関係 について考慮 しなければならないであろ

う。 この点については後述す る。

考 鞍

まえが きにおいて述ぺた よ うに,結 核菌 々体 か らッ活

性を有す る蛋 白を得 る試みは相当古 くか ら行 われてい

る。Heiderberger及 びMenze17)はH37の 脱脂菌粉

末 を種 々のアルカ リ溶液で抽 出 し,数 種類の ツ蛋 白を得

ている。Gr6nwa118)はBCGよ りNaOHで 抽出 し

PPDと ほぼ等 しい力価 をもつ蛋白を とつた。又Coτper

及 びCo㎞9)10)は ・人 型結核菌 を トルオ ール等 の有機 溶

剤 を添加 した緩衝液に浸す ときは,時 目と共 に多量の ツ

蛋 白が游離 す ることを報告 してい る◎ChOucroun11)は 人

型死菌粉末を流 動パラフィ ン抽出に よりN=6・58%の

感作能のある蛋 白を取 り,Heckly及 びWatson等 は

人型菌を燐酸 塩12)及び棚 酸塩13)緩 衝液 で抽 出を行 い,

これに塩化 カル シウム処理 を加 える ことによ り核酸含量

の非常 に少ない ツ蛋 白を得 てい る。叉Baldwi=nと 共 同

実験者等14)及びSeibertと 共 同実験者等15)は ともに人

型生菌 に尿素 を作用 させ てC型 蛋 白に類す る,但 し多糖

体含量 の多い ツ蛋 白を分離 してい る。以上は皆相当特殊

な溶媒 ない し操作を行つてい るが,こ れ らとは別に,

Wong及 びOuyang16)は 人型菌を用い,100。C,3時 間

したものか ら三塩化酷酸沈澱法 でN・=13.27%の 蛋 白を

得,こ れの活性 は,濾 液蛋 白のそれ と等 しい と報告 して

いる。又Seibert及 び共 同研究者等17)は,培 養濾液を

傾潟 して,菌 体(H37$)の 残 つてい るコルベ ン申 に蒸

溜水を加 えて加熱 し,核 酸及び多糖体 含量の非常に多い

ツ蛋 白を得 てい る。文私及び武谷の共同実験 で18),伊 藤

のいわゆるCitratetubercUlin19)を 検討 し,結 核生菌

は殆 ん どの溶液 に浸 した場合 ツ蛋 白を游離 し,こ れを加

熱 した ときは更に多 く,し か も加熱綬 の洗源 菌か らは全

く灘 がみ られない ことを明らかに した。

一方,こ の よ うな ッ蛋 白を抽 出す る試み以外 に又,結

核菌 々体 か ら核蛋 白質 を分離す るとい う研究 も種 々な さ

れてい る。Chargaff及 びSaidel20)は 鳥型菌 よ りpH

8・3の 棚酸塩緩衝液 で核蛋 白を抽 出 し,Jones21)はCe・

tavlonを 用いて分離 している。又前 に述べたHeckly

及びWatson12)の 実験 では,Ca沈 澱物は殆ん ど核蛋 白

であるこ とが示 されてい る◎

以上 のよ うに結核菌 々体 か らツ蛋白叉 は核蛋 白を抽 出

しよ うとす る試みは多数 の研究者 に よつ てなされている

が,い ずれ も特別の 目的 で,特 殊 な処理 で行 つていて,

そのため濾液 中の ツ蛋 白 との関係 までは明 らか にされて

いない。前2報 での実験 でみ られ た ところの,菌 体を共

に加熱 した濾液中のhCの 量 及び この核酸含量 と,菌 体

蛋 白 との関係を確 めるため今回 この実験を行 つたのであ

るが,実 験結果 にお いてみ られ るよ うに,人 型菌 で も又

BCGで も加熱に より,核 酸 含量 の多 い しか もツ活性 の

相 当強 いC型 と思 われ る蛋 白が多量 に抽出 され ることを

明 らかに した。

この度 の実験 においてアルカ リ性溶媒 においてXCが

一層多 く抽出 され るとい うことは・蛋 白質の等電点の問

題か ら考 えて当然 であ り,多 くの研究者が一般 にアル ヵ

リ溶液 で蛋白を抽 出 していることとも 一 致 す る。 又武

谷za)は,培 養終末時の培地pHが 高い時は,こ れの加

熱滅菌濾液 よ り製 したOTは ・そ うでない場合 のOTよ

り力価が強い と云 つているが・ この こともxCの 抽 出さ

れ方 から説明 できる。

溶媒 の違いで抽 出蛋 白の質及び量に多少の差異 が生ず

ることについて も又考えねばならないだろ う。前 報で,
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加熱 によつ てA→hA+hC及 びB→hB+hCの 変化が

起 る ことを示 したが,こ の考 えか らみる と,訟+xBの

収量は蒸溜水 よ りソー トンに よる方が多 い と い う事実

は,加 熱の影響が前者 において強 く起つてい ると思 われ

るが,別 面溶媒 の性状に よ つ て生 じた差異 とも考 えら

れ,む しろ この方が妥当か もしれい。 これ ら抽出蛋 白中

の核 酸含量 が,蒸 溜水 よ りソー トンによるものに多 くみ

られる ことは,核 蛋 白質及び核酸 の溶解性か ら,又 通常

使用 される抽 出液が塩類溶 液である点等か らみて矛盾 し

ない。 しか もこれ らは叉,ア ル カリ性 よ り酸性での抽出

で多 くみ られる ことは,ツ 中の核酸 は酸性状態で蛋白 と

結合 し核蛋 白を形成す るとい うSeibertの 実験結果6)と

一致す る。

他方Heckly及 びWatsonは 抽出蛋白は唯一種類であ

り,こ の ことと培養濾液 中には3種 類の蛋 白があ るとい

う説 との相違 は不明 であ るとし,こ のことの説明に,培

養濾液中の蛋 白は,菌 体 蛋白に酵素作用が加つて数種類

に分れたのではないか とい う推測をのべ てい る。 しか し

なが ら,こ の度 の実験結果か ら考える と,適 当な分劃法

を用 うることに より,抽 出蛋白は数種類に分離 し得 るも

のと思われ る。 しか しこのことか ら直 ちに彼等の推測迄

をも否定す ることはできないだろ う。何故 なら,加 熱に

よつて変性 し,そ の性状を変えたか も知れぬが,xA+

xBの 収量がxCの それ に比 し余 りに も少 い か らであ

る。 この点は変性 を伴 うことの少い温和 な抽 出法を用い

て調べれば,更 に明らか にされ得 るであろ う。

又抽出 ツ蛋 白の力価が,培 養濾液蛋 白又はPPDと 殆

ん ど等 しい としば しば云われてい るが12)16)17),私 の分

離 したものでは,相 当す る培養濾液蛋 白 よりやや劣 る程

度 であつた。彼等 の抽出蛋白で も,又 私 の抽 出蛋 白でも

す べて20%以 上 の核酸を含有 している ことがみ られ る

が,こ の ことと,一 方濾液蛋 白には殆 ん ど核酸が含 まれ

ていないか或 いは非常 に少い とい う事実 とを考 え合せ る

と・ これ らの ツ活性 に対 してなお検討を加える必要が生

じて来 るであろ う。核酸は ツ活性 と全 く無関係 であ り,又

そ のN量 は蛋 白よ りむ しろ多い とい うことが判つてい る

が ・このよ うな不純物 が20%以 上 ある抽 出蛋 白が,非 常

に純粋な形 である濾液蛋白の力価 と同程度 であるとい う

ことは,菌 体蛋 白中のツ活性に関係あ る蛋 白部分 の活性

が,濾 液蛋 白申のそれ よ り決 して劣 らぬか,或 いはむ し

ろ強い とい うことを意味す るものであるが,こ れ の解釈

には相当の慎重 さを必要 とす る。一般 にモルモッ トでの

ツ反応 では,蛋 白の接種量の差が明瞭 に現れ難い とい う

点を も考慮 しなければな らず,こ の度 の動物 におけ る,

しか も少数例 での実験成績のみでは上 の疑問 を明らかに

し得ない。

結 語

人型結核菌及びBCGの 洗藤生菌 を,そ れぞれアルカ

リ性叉は酸性 とした蒸溜水及び2.5倍 稀 釈 ソー トン培地

中で加熱するこ とによ り,ツ 蛋 白を抽出する実験 を行つ

た◎加熱抽 出濾液 よ り低 温アルコール沈 澱法で3種 の蛋

白劃分を分離 したが,こ の法 は,培 養濾 液から蛋 白A,

B及 びC,又 はhA,hB及 びhCの 分離 する法 と同 じ

であ る点から,こ れ ら抽出蛋白を 訟,xB及 びxCと

仮称す る。

1)xA+xB蛋 白は酸性 ソー トンによる加熱で多 く,

又xC蛋 白はアル カ リ性蒸溜水 によるのが最 も多 く抽

出された◎一般的 にxCよ りxA+xBは 非常 に少なか

つた◎人型菌 よりのxC抽 出量 は,培 養濾液 よりのC又

はhCの 収量 に優 ることが多かつた。

2)両 溶媒 からの抽出蛋白はxA,xB,xCと も,そ

れ に対応す る濾液蛋 白A,B,C又 はhA,hB,hCよ

り,す ぺてN量 をやや少な く,炭 水化物量を相当多 く含

んでい る。叉濾液蛋 白にはDNAが 極めてわずか見 出

され るが,抽 出蛋 白申にはすべ て,非 常に大量 のDNA聾

が含 まれ てい る。

3)抽 出蛋 白の ツ活性 は,xA,xB及 びxCと も,

それぞれ対応 する濾液蛋白の活性 より,す べてやや弱 い

か,或 い は殆ん ど同程度 の強 さを有 している。

以上の結果 より,菌 体 と共に加熱 した結核菌培養濾 液

か らのhCは,Seitz濾 液 を加熱 した ものか らのhCよ

り,そ の収量がいち じる しく多 く,又 核 酸含量が多い と

い う原因 を明 らかに した。又同時に,通 常 のOT及 び精

製 ツ蛋 白中 に見出 される多量の核酸の由来 を も明 らかに

したo
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