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1緒 論

私は第1報1)お よび第2報2)に おいて結核菌菌株 およ

び培地 成分 中のア ミノ酸 を変 えた とき,培 地 中の蛋 白産

生,菌 量の移動,pHの 移動 および糖量 の移動が週 の経

過 にしたがって どの ように変 るかについて述べ,SM耐

性菌 を用 いた ときに これ らの移動が どのよ うに変 るかに

ついて調べ,さ らに培地 に添加 す るア ミノ酸 の量 および

質 を変 えて ツベルク リン産生 との関係 を見 て きた。

今 回は結核菌菌株 および培地成分が変 った とき,培 養

液 中の窒素量 の移動 を中心 に培養液 の性状 および ツベル

ク リン産生 との関 係を調べ たので,そ の結果 について述

べ る。

II実 験 方 法

実験 方法 はほ とん ど前報 と同 じであ るが,前 報 と異 な

る点は次 の通 りであ る。

1.使 用菌株;前 報 で用 いた3株 のほかに京大 に保存

中の青 山B株 を載 いて これを追加 した。

2.培 養法:300cc入 コルベ ンに100ccず つ分 注 した も

のおよび200cc入 コル ベ ンに50ccず つ分 注 した ものの各

1本 ずつを1組 とし,一方2,000cc入平底 コルベ ンに1,000cc

ず つ分注 した もの2本 ず つを1組 として第1報 で述 べた

方法 によって培養 し,2,000cc入 平底 コルベ ンに培養 し

た もの は毎週 その底部 よ り15ccず つを取 つて以下述 べ る

実験 に供 した。

3.蛋 白定量法 および窒素定量法:蛋 白の定量法 は沈

澱法,窒 素定量法 およびFolinの 加銅法3)の3方 法 を併

用 して実施 した。 この うち,窒 素定量法 はまず総窒素量

をMicro Kjeldahl法 によつて測 り,次 に20%ト リク ロ

ル酷酸 を同量(定 量的)加 えて沈澱量 を測 る。 さらに この

上清液 中の窒素量 を測 つて,初 めの総窒素量 か ら上述 の

除蛋 白残液 中の窒素量 を引いた値 を蛋 白窒素量 とした。

4.ク ロマ トグラ フィー:ア ミノ酸の検 出には濾紙 ク

ロマ ドグ ラフィーを 用 い た。 この場合濾紙 は東洋 濾紙

No.50お よびNo.131を 用いて円形法 および一次元 法に

よってブ タノール:酷 酸:水=4:1:2で 展 開 し,所 定

の如 くニンヒ ドリンに よ り呈色 せ しめた。

III実 験 成 績

1.pHの 移動

pHの 移動は300cc入 コル ベ ンと200cc入 コル ペンとに

培養 した もの各1本 ずつ を取っ て混合 した もの(pH-aと

す る)を 図1aに 示 し,2,000cc入 コル ベジに培養 した

もの各2本 か ら15ccず つを取 つて混 合した もの(pH-bと

す る)を 図1bに 示す 。

pH-aに ついて,殊 の素 を用い た ソー トンの変法培地

(以下S-G-Na培 地)で は九大青山B株 は1週 か ら10週

までpH8.0前 後の アル カ リ性 を示 し,H37Rv株 および

京大青山B株 は一度 アル カ リ性か ら酸性 とな り6～8週

で再 びアル カ リ性 となって終 る。ただ予研青 山B株 は6

週か ら酸性 となってその ままで終 ってい る。 ソー トン原

法培地(以 下S-A培 地)で は各菌株 とも2～3週 まで は

アル カ リ性 であ るが それか ら後酸性 となってそのままで

終 ってい る。

一 方pH-bに ついては,ほ とん どpH-aの ときと同 じ

よ うな成績 を示 してい るが,こ の場合S-G-Na培 地 を用

いた ものは一般 にアル カ リ性 で終 り,H37Rv株 のみが6

～7週 で一 度酸性 とな り,8週 か ら再 びアル カ リ性 とな

る。S-A培 地 を用 いた ものは一般 にpH-aの ときよ りも

酸性 に転性 す る時期が多 少お ぐれ るよ うであ る。また,

九大青 山B株 のみがアル カ リ性 で終 ってい るが,こ れ も

菌 の発育 が悪 かったためであって,菌 の発育 が良好 であ

るときは酸性 となって終 ることが多い。

2.菌 量の移動

菌 量の移動は300cc入3ル ベンと200cc入 コルベ ンとに

培養 した ものを図2に 示 した。 この菌量の移動 も前報 と

同様,各 菌株 とも3～4週 までの問に菌量 は急速 に増加

し,そ の後,次 第 に減 少す る。菌株 に よる菌量 の差位 は

あま り認 め られ ないが,こ の うち,H37Rv株 は比較的速

ぐ菌量が増 加 し,菌 量 も最 も多い。京大青 山B株 も発育

は早いよ うであ るが菌量は他 の株 とほぼ同 じ程 度 で あ

る。S-G-Na培 地 とS-A培 地 とではS-G-Na培 地 を用い

た ものの方がやや多い よ うで ある。 しか しこの関係 は菌

株 によつて変 る。

3.ア ンモニア性窒 素量 の移動
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ここで い うア ンモニア性窒素量 とは,毎 週取出 した培

養液 を窒素分解 を行 わず,取 出したままでMicro Kjel-

dahl法 で測つた窒 素量の ことであ る。したが って この う

ちにはア ミド類,そ の他の弱い窒 素化合物 はアンモニア

性窒素 量 として測定 されてい る もの と考 え られ る。

ア ンモニア性窒素量の移動 を300cc入3ル ベ ンと200cc

入 コル ベンとに培養 した ものに ついて 図3aに 示 し,

2,000cc入 コル ベ ンに培養 した もの について図3bに 示 し

た。 この移動はS-G-Na培 地 を用い た ものにおいては,

初めは0.5mg/ccぐ らい含 まれていた ものが次第 に減少

し4～5週 において,菌 量が最 も多 ぐなっ た時期 と一致

して,こ れ とは逆 に最 も少な ぐな り0.1mg/cc以 下 とな

つ て大体 その まま,ま たは極めて僅かに増加 して10週 ま

で持続す る。S-A培 地 を用い た もの においては,初 めの

間 は増加の傾向 にあって2～3週 で最高 とな り,そ の後

次第 に減少 して5～6週 では0.4mg/ccと なって10週 ま

で ほぼ この程度の量 を持続す る。2,000cc入 コル ペンに

培養 した もの もこれ とほとん ど同 じよ うな移動 を行 うよ

うであ るが前者 よ り2～3週 遅 れて移動す る。

4.総 窒素量の移動

総窒素量の移動 を300cc入 コル ベ ンと200cc入 コル ベン

とに培養 し混合 した もの を図4aに 示 し,2,000cc入 コル

ペ ンに培養 した ものの移動 を図4bに 示 した。総窒素 量

は2週 ごろか ら急速 に減少 し3～4週 で最 も少な くな り,

図1 a pHの 移動

図1 b pHの 移動

その後極めて僅かに増加 しなが ら10週 まで持続す る。 こ

の最 も少 な ぐな る時期 は菌量が最 も増加 した時期 と一致

し,3～4週 まで は菌量の移動 と総窒素量の移動 とは逆

比例 の関係 にあ る。S-G-Na培 地 に培養 した もの とS-A

培地 に培養 した もの とで は4週 の値 を比較 し て み る と

S-A培 地では0.5～0.8mg/ccの 窒素 量を示 し,S-G-Na

培地 に培養 した ものでは0.2～0.5mg/ccの 窒素量 を示 し

てい る。おのおの週 を通 して この よ うにS-A培 地 を用い

た ときとS-G-Na培 地 を用い た もの には差が認 め られS-

図2菌 量の移動

図3aア ンモニア性窒 素量の移動

図3bア ンモ ニア性窒素量 の移動
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図4a総 窒素量の移動

図4b総 窒素量の移動

A培 地 に培養 した ときの方が総窒素量が多 い。しか し こ

の差 は前述の ア ンモニア性窒素量の場合 とほぼ 同 じ程度

で あ り,し たがつて この場合の差 はア ンモニア性窒素量

の差 によ るもの と思 われ る。

5.蛋 白の産生 および培養液 中の ア ミノ酸の ク ロマ ト

グ ラフィー

蛋 白産生の移動 は300cc入 コル ベ ンと200cc入 コルベ

ンとに培養 した もの の蛋 白産生の移動 を図5aに 示 し,

2,000cc入 コル ベンに培養 した ものの移動 を図5bに 示 し

た。蛋白の定量法は沈 澱法,蛋 自性窒素測定 法 お よ び

Folinの 加銅 法の3方 法で 測定 したがいずれ も誤差の範

囲内で ほとん ど同 じ結果 が得 られたので,こ こで はFolin

の加銅法 による比色定量法 によって えた結果 について述

べ る。

図5aに 示す よ うにS-A培 地に培 養 した もの よ りもS-

-Na培 地 に培養 した ものにおいて産生 され る蛋 白量 は

多 ぐ認 め られ る。培地 の種類 および菌株 の種類 によって

多少 異な るが,ほ ぼ6～8週 ごろに一 度蛋 白量 の減少が

認 め られ,そ の後再 び増加す る。2,000cc入 コル ペ ンに培

養 した ものについて も,前 者 とほぼ同 じよ うな成績が得

られたが,こ の場合 には前記例 よ りも1～ ・2週お ぐれて

移動す る。蛋 白量 が6～8週 ごろ一 度減少す ることか ら,

その原因を知 るために週 毎に得 られた培養液 をそのまま

で ク ロマ トグ ラフィーで展 開してみたので,そ の1,2

例 を図6お よび図7に 示 した。 この図か らS-A培 地 を用

図5a蛋 白産生の移動

図5も 蛋白産生の移動
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図6九 大青山B株 におけ る培養液 の一 次元

ク ロマ トグラフィー(ニ ンヒ ドリン呈色)

a)S-A培 地 の培養液 b)S-G-Na培 地の培養液}

図7京 大青 山B株 のS-G-Na培 地 に培養 した

ものの円型 ク ロマ トグ ラフィー

いた ときのアスパ ラギ ン も,S-G-Na培 地 を用 いた とき

の グル タ ミン酸 ソーダで も2～3週 ごろ,一 度グル タ ミ

ン酸 らしいア ミノ酸 に変 り,以 後急激 に減 少し,4～5

週 で培 地成分 として用いたア ミノ酸 の量 は最 も少 な ぐな

り(ク ロマ トグラフィーに よる定性)同 時に この ころか

ら初めに培地 成分 として用 いたア ミノ酸 以外 の数種 のア

ミノ酸が現われ始 める。 しか もこれ らのア ミノ酸 が最 も

著明 に確認 され る時期は図5aお よび図5bに 示 した蛋

白産生の移動 において,蛋 白量の減少を示 してい る時期

とほぼ一致す る。

6.力 価の移動

力価の移動 は300cc入 コルベ ンと200cc入 コル ベ ンとに

培養 した もの につい て調べ た。す なわち前記の培養混合

液 を1/10に濃縮 し,ツ ベルク リン製造基準 にしたが って力

価試験 を実施 した。その結果 を図8に 示す 。 ツベルク リ

ン力価 と蛋 白産生 との関係は同種 の培地 に同 じ菌株 を用

いて培養 してえ られ る蛋 白量 と力価 とはほ とん ど平行す

るが,S-A培 地 とS-G-Na培 地 とに,す な わち異 なつ た

培地 に同 じ菌株 を培養 した もの,ま たは同種の培地(例

図8力 価 の移動(48時間比)

えばS-A培 地のみ を用いた場合)で も異なつた菌株 を用

いて培養 した場合 には力価 と蛋 白量 は必 ずし も平衡す る

とは限 らない。一般 に同 じ菌 株を用 いた場合 にS-G-Na

培地 を用 いて培養 した ものは蛋 白量 は多 いが力価 はその

割 に弱 ぐ,S-A培 地 に培養 した ものについては蛋 白量 は

少 ないが力価 は蛋 白量 に比 して強い。また同 じ培地(例

えばS-G-Na培 地)に ついて10週 におけ る蛋白量 は京大

青 山B株,H37Rv株,九 大青山B株,予 研青 山B株 の順

に少な ぐなつてい るに もかかわ らず力価 は京 大 青 山B

株,九 大青山B株,予 研青 山B株,H37Rv株 の順で弱 ぐ

なってい るごと ぐで ある。

さ らに ツベル ク リシの力価 も5～9週 ごろ,一 度弱 ぐ

な る時期 があ るよ うであ り,そ の後再び強 ぐな る。 この

弱 ぐな る時期 は蛋白量の減少す る時期 と必ず し も一致す

るとは限 らないが,し か し蛋白量の移動 と相前後 して力

価 もほぼ これ と同 じよ うに移動す るよ うで ある。

IV考 案

1.pHの 移動 は第1報 および第2報 で述べ たpHの 移

動 とほぼ同 じよ うに移動す る。pHが 結核菌 の培養経過

と共 に移動 して,初 めなやや アル カ リ性 とな り,ア スパ

ラギ ンを用 いた培地で はやが て酸性 とな る。 この場合,

pHと ア ンモニア性窒素 の移動 とはほ とん ど平行関係 に

あ ることか ら培地 中のア ンモユア量が培地 のpHに 重要

な関係 を もつ もの と考 え られ るが,し か しS-G-Na培 地

に培養 した場合にはpHの 移動 ア ンモニア性窒素量 の移

動 とは平行 しない ことか ら考 えて,ア ンモニア以外 の因
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子 もpHに 重要 な影響 を与 え ることは明 らかで ある。

2.ア ンモニア性窒素量の移動 はS-A培 地で は2～3

週 ごろまで増加 し以後減少す る。 この増加 の原因 はアス

パ ラギ ンの影響 によ るもの と考 え られ る。 もしクエ ン酸

ア ンモ ンまたは菌 その ものが化学変化,ま たは菌 自体の

変化 を起 したためにア ンモニアが増加 した もの と考 え る

な らば,そ れ らの うちに含 まれてい るア ンモニアの量 は

極 めて少 ない もので あ り,一 方S-G-Na培 地 におい て も

増加 しな ければ な らない。 しか し実僅 にはS-G-Na培 地

中で はアンモニア性窒素量の増加 は認 め られ ない。 その

他の因子では アスパ ラギ ンの ほか には考 え られ な い の

で,ア スパ ラギンの影響 によつて増加す るこ とは朗 らか

で ある。

3.総 窒素量の移動 は第1週 か ら次第 に減少 し,3～

4週 で最 も少な ぐな り,そ れか ら僅かなが ら増加す る。

この総窒 素量の移動は菌量の移動 とはほぼ逆 の関係にあ

ることか ら培地中の窒 素源が まず菌の増 殖に伴つて消費

され,培 養 の週 が進 むにつれて逆 に菌の代謝産物お よび

菌体に由来す る窒 素化合物 が培養液 中に現 われ るため と

考 え られ る。

4.今 日の実験 で も蛋 白量 は6～8週 ご ろ,一 度減少

し,そ の後再 び増 加す る。一方 ク ロマ トグ ラフイーで見

ると蛋 白量が減少 した時期 と相前 後 して培養液 中に遊離

された数種 のア ミノ酸 が認 め られ ることか ら,一 且培地

中に遊離 された蛋 白は,あ る程度分 解 され るのではない

か と考 え られ るが,こ の問題については さ らに検討 を要

す る。

5.ツ ベルク リンの力価 は蛋 白量 とは比例 しない。S-

G-Na培 地に培養すれば蛋白量は多いが,力 価 はその割

に弱 ぐ,S-A培 地 に培養 した ものは蛋 白量 は少 ないが,

力価 は固 じ蛋 白量 に対 して強 ぐ表 われ る。 この ことはす

でに武谷4)が 指摘 してい るよ うに ツベルク リン蛋 白中に

はSeibert5)の い うA,B,C蛋 白質 があ り,そ れ らの

蛋 白が それ ぞれ力価 を異 にし6),S-A培 地 とS-G-Na培

地 とで産生 された蛋 白は,A,B,C蛋 白の蛋 白構成 を

異 にしてい るためであろ うと考 え られ る。

V結 論

以上 の実験成績 をま とめ ると次 のよ うにな る。

1.pHの 移動 は第1報 お よび 第2報 で述べ た もの と

ほぼ同 じよ うに移動す る。 京大青山B株 の移 動 はH37

Rv株 の移動 に非常 によ く似 たpHの 移動 を示す。

2.菌 量 の移動 も前2報 とほ とんど変 らない。京大青

山B株 の移動 はpHの 場合 と同 じぐH37Rv株 に よ ぐ似た

移動 を示すが,こ の場合 にはH37Rv株 よ りも最高菌量が

少ない。

3.ア ンモニア性窒 素量の移動はS-A培 地 を用いた も

のは初 めは増加 し,2～3週 で最 も多 ぐな り,そ の後次

第 に減少 して10週 で は約0.4mg/cc程 度 とな るが,S-G-

Na培 地 を用い た ものでは初 めか ら減少 して10週 では約

0.1mg/cc以 下 とな る。

4。 総窒 素量 の移動 はS-A培 地に培養 した もので も,

S-G-Na培 地 に培養 した もので も共 に初めか ら減 少 し,

3～4週 で最 も少な ぐな り以後僅かに増 加す る。10週 後

におけ る総窒素量 はS-A培 地に培養 した ものでは約0。6

m8/ccで あ り,S-G-Na培 地 に培養 した ものでは約0.4

mglcc程 度であ る。 さ らに総窒 素量の移動 と菌量 の移動

とは逆の関係にあ り,菌 量が最 も多い時期 には総窒 素量

は最 も少ない。 しか し逆 比例の関係にあ る時期 は1週 か

ら4週 までの間であ る。

5.蛋 白量の移動 は今 回の実験 で もS-G-Na培 地,S-

A培 地 どち らを用 いて培養 して も各菌株 と もに蛋 白量 が

一 度減少し,以 後再 び増加 す る。また,培 養液 を ペーパ

ークロマ トグ ラフィーで展開 してみ ると蛋 白量 の減 少 と

梢前 後して培地成分 として用 いたア ミノ酸以外 の数種の

ア ミノ酸が認 め られ る。

6.ヅ ベルク リンの力価 は同種 の培地 に同 じ菌株 を培

養 して得 られ る蛋 白量 とはほぼ平行す るが,培 地 または

菌株 を異 にすれ ば必ず し も蛋 白量 の多 い ものが強い力価

を示す とは限 らない。一般 にS-G-Na培 地 に培養 した も

の は蛋 白量 は多いが,S-A培 地 に培養 した ものの方が力

価 は比較的 強い。

終 りに臨 み御懇切 な る御指導 と御校閲 とを賜つ た九大

医学部戸 田忠雄教授,武 谷健二助教授,真 子憲治 所長な

らびに坂本博士 に心か ら感謝の意 を表す る。
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