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武 原 雄 平

九州大学医学部細菌学教室(指 導 戸田忠雄教授)

福 岡 県 衛 生 研 究 所(所 長 真子憲治博士)

受 付 昭 和51年9月10日

1緒 論

ツベル ク リンに関 して は極 めて多 くの研究発表 があ り

特 に最近 は精製 ツペル ク リンの調製 に よつてその本 態が

追求 されてい る。しか しなが ら結 核菌の菌株 お よび培地

成分 の変化 とツベル ク リン産生 との関係 を見 た ものは少

な く,Johnson,Renfrew1)～5),具 原 ら4)および白石5)が

2～3株 の結核菌 について,ま た最近 では浅見 ら6)～10)が

数株の結核菌 につ いてその菌量,生 菌数 および培 地の液

体変化 を見 てい るだけであ る。

著者 は診断用 ツベル ク リン稀 釈液 を製造中,た またま

人型結核菌 九大青 山B株 と予研青 山B株 とにおいて,同

時 に調製 した同一組 成の培地におのお の結核菌 を培養 し

て産生 された ツベル ク リンの力価の差が甚 しい ことを知

つた。 そこで その原因 を知 るために菌株 お よび 培 地 成

分 の変化 とツベル ク リン産生 との関係を追求 してい るの

で,今 日までの成績 を と りま とめて報告 す る。

II実 験 方 法

1.実 験材料

a)使 用菌株:実 験 に用 いた菌株 は人型結核菌九大青

山B株,予 研青 山B株,京 大青 山B株,阪 大青 山B株,

化血研青 山B株,九 大堀株 お よびH37Rv株 の7株 で,

この うち週 を追 つて実験 を行 つた ものは九大青 山B株,

予研青 山B株 お よびH37Rv株 の3株 であ る。

b)使 用培地 二実 験に使 用 した培地は ソー トンの培地

(以下S-A培 地)と,こ の培地 中の アスパ ラギ ンを味 の

素89と 置 き変 えた ソー トンの変法培地(以 下S-G-Na

培 地)と の2種 類であ る。

c)培 養法:前 記2種 類 の培地 を200ccの 三角 コル ベ

ンにそれ ぞれ50ccあ て分注 した もの または2,000ccの 平底

コル ベ ンに1,000ccあ て分注 した もの を110℃C,30分 で3

日間滅菌 し,こ れに予 めS-A培 地に3～4代 継代培養 し

た結核菌 のおのおのの菌膜 を常法に従つて移植 し37.5℃

で10週 間培養 した。 なお移植 に際 してはで きるだ け均一

の膜 を選 ぶよ うにした。

d)被 検液 の調製:200ccコ ル ベンに培養 した ものは

1週 毎に各2本 あての培養液 を混合 し,直 ちにpHを 測

定 した後,こ れ を100℃ で1時 間殺菌 し,冷却 をまつて濾

過 し液量お よびpHを 測 り,ま た2,000ccコ ル ベンに培

養 した もの は液の低部 よ りピペ ッ トを用 いて15ccを 取 り

前者 と同様 にしてpHを 測 つた後殺菌 し,加 熱 後のpH

を測 りそのままア ンプルに封 じて2～5℃ の冷蔵室 に保

存 し,そ のつ ど取 出 して以下述べ る実験 に供 した。

2.各 実験の測定方法

a)菌 量:菌 量は濾過 した濾紙 とともに37.5℃ に1

週間放置 して完全 に水分 を除去 した後,化 学天秤 によ り

秤量 した。

b)pHの 測定:pHは 加熱 の前後 に各培養液5ccを 取

り液 体比色 計を用いて比色測定 した。

c)糖 量:糖 の定量 は還元糖量で あつて,培 養 濾液 を

分解 しない ままでShaffner-Hartmann11)の 還元 糖微 量

定量法 に従 つて測定 しGlucose量 に置換 して示 した。

d)蛋 白量:ツ ベル ク リン蛋 白の測定 はSeibert 12)の

ツベル ク リン蛋 白測定法 に従 つて行つた。 この際 あ らか

じめ 目盛 を検定 し,正 確 に0.1ccの 目盛 を有す るス ピッ

ツグ ラスを選んで用いた。す なわち このス ピッツグ ラス

に培養液2ccを 取 り,同 じ く同量 の20%ト リクロル醋酸

を加 えて生 じた蛋 白沈澱量 に0.0674を 乗 してえた値 を ツ

ベル ク リン蛋 白量 とした。

e)力 価試験:力 価試験 は感作 動物 お よび接種法 と も

に現行 の ツベル ク リン稀 釈液 の製造基準 に従つて これ を

実施 した。ただ し原 液の濾過は ベル ケフ ェル ト濾過 を1

回だけ行いいずれ も2,000倍 に稀釈 して接種 した。

III実 験 成 績(そ の1)

菌株 別 によるツベル ク リンの産生 は表1に 示 す通 りで

同種 の青 山B株 で も菌株 によ り同一 ではない。S-A培 地

(S-A-Na培 地について も同 じ)を 用いた場合,結 核菌

の菌膜 が培地の表面 をおお うの は普通3～4週 で あ り沈

み始め るのは8週 以後で あるが,京 大青山B株 は特 に早

々1～2週 で菌膜が液面 をおおい5～6週 で沈 み始 め続

いて その上 に薄い菌膜 を作 る。 また菌膜か ら見 た結核菌

の発育状態 はその ときどきの条件 によ り多少 の変動 はあ

るが,通 常京大青 山B株,H37Rv株,阪 大青 山B株,九

大 堀株 が早 く,予 研青 山B株,九 大青山B株 の順であ る。

したがつて菌量 も九大青山B株 は常に少ない。

液量はいずれ も大体一定量の減 少を示 し,菌 株 に よる
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表1菌 株別の培養液の性状の比較(培 養10週)

注1.初 期 液量:1000cc2.「 べ」:ベ ル クフエ ル ト濾過 器3.使 用培 地:S-G-Na培 地

差 は認 め られない。

pHは10週 間培養 において終末pHが 酸 性の こと もあ

りアル カ リ性の こ ともあ るが,九 大青 出B株 のS-G-Na

培 地に培 養 した もの は常 にアル カ リ性 を示す 。また加熱

によ るpHの 変化 は終末pHが アルカ リ性 であ る場合 に

は加熱 によ り僅 かに高 くな るが,終 末pHが 酸性で終 つ

た場合 には加熱 に よる変化 はほ とん ど認 め られない。菌

とともに加熱 した場合 に も前 の場合 とほとん ど 変 ら な

い。 さ らに これ らを細菌濾過 器 を通 してpHの 変化 を見

たが,ア ル カ リ性 の場合 も酸性 の場合 もと もに ほとん ど

変化は認 め られ ない。

菌量は実験に使用 した7株 の うちで九大青 山B株 が他

の株 に比 し常に少な く,予研青山B株,化 血研青 山B株 が

これに次 ぎ,H37Rv株 において最 も多い。しか し九大青 山

B株 を除いた他の株 は菌量の差 は極 めて少 ない。 また菌

量 と力価 との関係は比 例的で も反比例的で もな く,九 大

青山B株 は菌 量は少ないが力価は高 く,阪 大青山B株,

H37Rv株 は菌量 は 多 いに もかかわ らず 力価 は他の株 と

ほ とん ど変 らない。

次 に力価 はいず れの菌株 について も大差 は認 め られ な

い。ただ九大青 山B株 のみがやや強 く,発赤 と硬結 とが ほ

とん ど一致 す る。 したがつて24時 間後の判定値 と48時 間

後 の判定値 とが ほ とん ど変 らないが,他 の菌株 で は発赤

と硬結 とが必ず し も一致せ ず,し たがつて24時 間後の判

定値 と48時間後 の判定値 とが非常 に異 な ることがあ る。

次 に加熱の方法 と力価 との関 係は菌 とと もに加熱 した も

の は除菌 して加熱 した ものよ りやや強 い力価 を示 す。ま

た,ベ ル クフェル ト濾過器 を用 いて濾過 を行 えば,菌 と

と もに加熱 した もの も,除 菌 して加熱 した もの もともに

おのおのの力価に対応 して僅少 なが ら弱 くな る。

蛋 白量は菌株 別に よ り異なつた沈澱 量 を示 し,ま た,

同一菌株 で も使用 した培 地の種 類に よ り異なつ た沈澱量

を示 す。

力価 と蛋 白量 との関係 は,蛋 白量 の多い ものが必ず強

い力価 を示す とは限 らない。例 えば表1の 予研青 山B株

において除菌 して加熱 した場合 と菌 とともに加熱 した場

合 の両者の蛋白量 と力価 との関係 を見 ると蛋 白量 は変 ら

ないが,菌 とともに加熱 すれば力価は強 くな る。 また,

H37Rv株,化 血研青 山B株 お よび九大堀株 の除菌 して加

熱 した ものは同一 の蛋 白沈澱 量 を示 してい るが力価 にお

い ては強弱が認 め られ る。

しか しこの実験 では例数 も少な く,入 体実験 も行つ て

い ないので確定的 に断定す ることはで きない。

IV実 験 成 績(そ の2)

以 上の実験結果か らなお明確 な培地 の性状変化 を知 る

ために菌株 別,培 地成分別 によ る結核菌 の培養 を 行 い

1～19週 の間を週 を追つて培地の性状変化 を見 て表2か

ら表5に 示 すよ うな成績 を得た。なお この場合,培 地 は

200cc入 三角 コル ベ ンに50ccあ て分注 した ものに培養 し

て,毎 週 おのおの2本 あてを取 出 して混 合 し,実 験 を行

つ た ものであ る。

以下表 を追つ て検討す る。

1.pHの 移動

pHは 九大青 山B株 のS-G-Na培 地 では常 にアル カ リ

性 を示 し,S-A培 地で は3～4週 で アル カ リ性か ら酸性

に変 る。予 研青 山B株 のS-G-Na培 地で は5～6週 で,

S-A培 地では3～4週 でアル カ リ性か ら酸性1に変つ て く

る。 しか しときとしてはS-G-Na培 地では常に アル カ リ

性で終 ることもあ る。 この場合 は2,000ccコ ル ベンを用

い たと きに多 く認 め られ る。H37Rv株 のS-G-Na培 地で

は3～5週 でアル カ リ性 か ら酸性 に変 り6～8週 で再 び

酸性か らアル カ リ性 に転性す るが,と きには酸性 のまま

で終 ること もあ る。(2,000ccコ ル ベ ンに培養 したと きに

多い)し か し この場合で も5週 でpH5.4ぐ らいで あつ

た ものが 中性近 くまで上つて くる。

2.液 量の移動

培地の液量は毎週,初 期 の液量100ccに 対 し3～4ccの
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割合で減少す るが,菌 株 の種類 とか培地 の種類 には関 係

しない よ うで あ る。

3.菌 量 の移動

図1pHの 移 動

菌量 は どの菌 株につい て も4～6週 で最高量 に達 し,

それ以後次第 に減 少 して くる。 この最高菌量 は菌株 に よ

り,ま た,培 地の種類 に よつて変 る。前 の3株 の菌株 で

はH37Rv株 が最 も多 く,予 研青山B株,九 大青 山B株

の順 とな り,ま た,こ れ に従 つてmaxlmumと な る時

間 も多い ものが早 く,少 ない ものが遅 くな る。

次 に培地 別ではS-G-Na培 地 の方がS-A培 地 よ りも菌

量 が多い。

4.糖 量の移動

ここでい う糖量 とは還元 糖量で あつ て,か つ加水分解

を行 わず培養 濾液 をそのま ま測定 した もので あ る。 この

値 は予研青 山B株 に最 も多 く見 られ,H37Rv株,九 大青

山B株 の順 に少 な くな る。また,培 地別ではS-A培 地 に

培養 した ものよ りS-G-Na培 地 の方にやや多 く認 め られ

るが量的 には菌株 別によ る糖量 の如 く著明な相違は認 め

られ ない。糖量が最高量 に達 す る時 期はS-A培 地,S-G-

Na培 地 と も,どの菌株で も菌量が最高量 に達 した時期 よ

り2～3週 遅れ るよ うで あ る。

5.蛋 白量の移動

蛋白の産生量 は九大青 山B株,H37Rv株,予 研青 山B

株 の順 に菌株 に よ り多少異なつた産生量 を示 し,S-A培

地 よ りS-G-Na培 地 において僅か なが ら多 い蛋 白量が認

め られ る。また,蛋 白量 と菌量 との関係 に平衡関 係は認

め られない。例 えば九大青山B株 は6週 以後で は菌量 は

少ないが蛋 白量は多い。 しか し他の菌株で は菌量 に比較

し蛋 白量は少ない。次 に結核菌 による蛋 白の産生 は第1

図2菌 量の移動

図3還 元糖の移動

図4「 ツ」蛋 白量 の移動
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週 か ら認 め られ,以 後 は週 を追つて増加す る ものでは な

く,5～6週 で一 度減 少,あ るいは停滞 し7週 か ら再び

増加 す る。

V考 案

1.以 上の実験結果か ら結核菌 の菌株 および培 地の種

類 に よつて ツベル ク リンの産生 は異 なつた値 を示 し,培

地の性 状 も異なつて くるが,一 般的 にいつて培地 の性状

は4～6週 で著 しい変化 をす るので,こ の時期 を培地性

状 の転換期 と見 ることがで きる。

2.pHの 変化 は培 養の諸条件,例 えば液量,液 の深

さ,菌 膜 の良否,培 養 温度等 に よ り変 る もの と考 え られ

るが,こ れ らの条件 をいずれ もほぼ同一状態で培養すれ

ば各菌株 は特異的 に変化 す ることがわか る。また,PHが

酸性 にな りあ るいはアル カ リ性 に転性 す る機序について

はS-A培 地で はア ンモニアによ り,S-G-Naに ついては

Naイ オ ンによ り多少 の影響 は受 け るもの と思 われ るが,

しか しただ これ らの もの のみによつて変 るとは考 えられ

ない こと もあるので なお研究 を要 す る。

3.糖 量は菌量が最高 とな る時期 よ り2～3週 遅 れて

急 に増加 す ることを知つた。 その原因 については今 の と

こ ろ明 らかでないが これについて は後 日改 めて研究 す る

予定 であ る。ただ,今 までの実験成績か ら明 らかな こと

は,培 養液 中の還 元糖量 と力価 との間 に直接 の関係 は認

め られ ない。

4.蛋 白の産生 はあ る時期 で一度減少 あ るい は停滞 す

るが その原 因は不 明であ る。S-A培 地 よ りもS-G-Na培

地 においてやや多 く認 め られ るが力価 とは必ず し も平 行

しない。この ことはSeiber13),Hechly-Watson14),大 友15)

16)の分 劃 ツペル ク リン蛋 白中のprotein A ,protein B'

protein Cの 或 る ものは多 く或 る もの は少 ない とい うよ

うな ツベル ク リン蛋白の構成 に関係 してい るもの と思 わ

れ る。 また,終 末pHが アル カ リ性で あつ た場合 には酸

性 であつた場 合 よ りも蛋白量が多 く得 られ るが,こ れは

大友17)が 菌体 よ りツベル ク リン活 性因子 を抽 出す る場

合,酸 性で抽 出す るよ りも弱 アル カ リ性 で抽 出す る場合

に多 く得 られ るといつ てい るが,こ の実験成績 と関連性

があ る もの と思われ る。

VI結 論

結核菌の菌株 および培地成分 とツベル ク リン産生 との

関係 を知 るために培養液 の液体 の性状変化 を追求 し,次

の結論 を得 た。

1.pHは 培養 条件 をいずれ もほぼ同 じ状態で培養 す

れば各菌株はおのおの固有の変化 をす ることが 認 め ら

れ,S-G-Na培 地 を用い た場合 に特 に この変化 は著 明に

な る。

2.菌 量 は4～6週 で最高 量に達 し,そ れか ら次第 に

減少す る。最高菌量 は各菌株 と もほとん ど変 らないが,

九大青山B株 のみが やや少 ない。

3.還 元糖量 は菌量が最高量 に達 す る時期 よ り2～3

週遅 れ て急 に増加 し,そ の最高糖量 は菌株 に よ り異なつ

た量 を示す。

4.蛋 白量は第1週 か ら認 め られ5～6週 で 一 度 減

少,あ るいは停滞 し再び増加す る。

5.蛋 白量 と力価 とは同一菌株 を同一種類 の培地 に培

養 した ときは平行す るが,菌 株 または培地 の種類 を異 に

す るときは必 ず し も平行す るとは限 らない,,

しか しなが らツペル ク リン産生の機序 につい てはなお

不明 の点が多 く更 に引続いてい ろい ろの角度か ら研究 を

進 めて行 く予 定であ る。

終 りに望み御懇切 な る御指導 な らびに御 校閲 を賜つ た

九大医学部戸 田忠雄教授 な らびに武 谷助教授お よび本実

験 に種 々お協力下 さつ た福岡 県衛生研究 所坂本 さつ き博

士 に対 し心か ら感謝 す る。
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