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結核菌菌株お よび培地成分 とツベルク リン産生 との関係(第1報)
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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



1957年2月 103

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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