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精 製 ツ ベ ル ク リ ン に 関 す る 研 究

第3報PPDsの 大量製造お よびその物理化学的性状

細 井 正 春 ・淺 見 望

国立予防衛生研究所結核部(部 長 柳沢 謙)

受 付 昭 和51年8月20日

I緒 言

精製 ツベル ク リンの製造 に関 しては,米 国 に お け る

SeibertのPPDsを 始 め,英 国(PPD),独 乙(GT),

デ ンマ ーク(PPD),フ ランス(IP48)等 の研究 が早 く

か ら行 われ,広 く実用化 されている。一 方,わ が国にお

いて も種 々の精製法 が研究 され,戸 田 らの π,武 田のT

A2・ 伊藤 ・越 村 らのAzoT等 があるが,い ず れ もいま

だ実用に供 されていない現況 にある。 この原因 は各研究

者 が精製 方法の改良お よび製品の化 学的均一性 に主眼 を

お き,OTに 対応 した皮膚 反応 の検討がな されてい ない

ため と思 われる。 これがためには同 一ロッ トの精製 ツベ

ル ク リンを大量製造す るこ とが必要 であ る。

Seibert1)は1941年,ロ ング培地7331に 入型結核菌D

Tを 培養 し,そ の濾液か ら限外濾過,半 飽和硫安沈澱法

によつて104.49のPPDsを 分離 し,こ れ を用い て各種

の実験 を行 つてい る。

われわれは さきに2),2つ の精製法の検討 を行っ た結

果,力 価 の強 いのは硫安1/2飽和沈澱 による もので,Sei

bertの いわ ゆるPPDsに 相 当す るものであつた。故に

今 回は,約300lの ソー トン培養濾液か ら約608のPP

Dsを 得 たので,そ の製 法お よび物 理化学的性状 につい

て ここに大要 を報 告す る。

耳 実 験 方 法

1.使 用菌株 および培地

人型結核菌青 山B株 を ソー トン培地 に培養 した。 ソ_

トン培地 の総量 は303.21,こ れ を約11の 培養瓶 に30060

ない し40000あ てそれ ぞれ分注 した ものに上記菌株 を培

養 し,約8週 間37℃ で培養 した。培養 は約100lず つ3

回に分 けて行い,1954年11月3日 殺菌 の ものをNo.9,

1955年1月14日 の もの をNo.10,同 年2月21日 の ものを

No.14と した。 この うちNo.10は 家畜衛生 試験場の フラ

ン室 を借用 した。

2.限 外濾過管

限外濾過 に用 いた円筒 は4.5×13cmの 素焼 円筒30本,

これ にニ トロセル ローズH20秒(JIS)5)の10%氷 酷酸

溶液 よ り濾過膜 を附 し,氷 室 内で限外濾過 を行 った。

3.蛋 白窒素お よび還元量

蛋 白窒素 はネス ラー氏法4)に よ る比色 によ り,還 元量

はSomogyi氏 法5)に よ り,加 水分解後の試料 につい て

定量 したこ。

4.含 水度の測定

Abderhalden法 に よ り,試 料 を5mm以 下の減圧下で

600℃3時 間乾燥後秤量 し,前 後 の重量 か ら算 出 した
。

5.電 気泳動

日立HT-B型 電気泳動装置 を用 い,電 気泳動研究会

の標 準操 作法 に準 じて泳動 を行つ た。す なわ ち ミク ロセ

ルを用い,試 料濃度1.5%,m/20燐 酸緩衝液,pH7.8,

イオ ン強 度0.144,電 圧勾配8v/cm,温 度17℃ において

泳動 した。易動度 の計算 は,易 動距離d(cm),セ ルの断

面積s(cm2),試 料 の比電導度k(mho),電 流i(ampere),

泳動時間t(second)と す れば,易 動 度rは 次式 で求 め ら

れ る。r=d/t/i/k
s(cm2/volt sec)次 に引伸器 で原擬 拡

大 し,各 成分の峰 の間の最低点か ら基線上 に垂線 を下 ろ

し,泳 動図 を各成分お よび δ,ε峰 に分 け重量法 を用い

て各成分 の百分 率 を求め た。

(考え る成分 の面 積)

/(全面積)―(δ または ε峰 の面積)
×100

III実 験 成 績

1.精 製 法

a)菌 体 の除去 および細菌濾過

培養 お よび精製は3回 に分 けて行つ たが,す べ て同一一

条 件で実施 してい るので,こ こではNo。9の みについて

詳述す る。

ソー トン培養300ccあ て314本,合 計94.21を 培養 後,

コッホ釜 にて100℃30分 間滅菌 し,濾 紙 にて菌体 を分離

し,Seitzに て細菌濾過 を行 い,こ の濾液10lに 対 して

20～3000の 割 に トロール を加 えて防腐 した。

b)限 外濾過

濾液 は前記濾過 管30本 を用い,100℃ 以下 の冷蔵 庫中

で50～100mmHg圧 で吸 引して限 外濾過 を行 つた
。濃縮

が終 りに近 づいてか ら,m/30燐 酸緩衝液 にて濃縮液 を

洗源 し,約2lま で濃縮後Seitzを 通 し,1,940ccの 濃

縮液 を得 た。限外濾過 には5日 間を要 した。

c)分 離法

この濃縮液1,94000に,ア ンモニアでpHを 中性 にし
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た疏 酸安門の飽和溶液1,940ccを 加 え,1夜 氷室 中に放

置 し,沈 澱 を遠心分離 し,こ れ に1,800ccの 燐酸緩衝液

を加 えて溶解 し,再 び硫安 の等量 を加 えて沈澱 を行 う。

この操作 を3回 繰 返したこ後,沈 澱 を燐酸緩衝液 の600cc

に溶解 し,流 水にて5日 間硫安 のな くな るまで透析 し,

その後蒸溜 水 に1昼 夜透析 した もの を,清 浄 な限外濾過

管 を用いて850ccま で濃縮 し,こ れを約100ccあ て数回

に分 けて凍結 乾燥 したこ。

d)各 ロッ トの混合

以 上の如 くして得 たNo.9,10お よび14の 凍結乾燥粉

末 を混合 して蒸溜 水600ccに 溶解 し,Seitzを 通 して無

菌 となし,再 び無菌的 に凍結乾燥 を行っ てPPDsの 粉

末 を得 た。 これ をNo.15と す る。

2.収 量

結核菌 培養濾液303.2lよ りPPDsを3回 に分 けて精

製 し,合 計63.3gの 収量 を得 た。 これ は培地1lよ り209

mgの 収量 にな るが,表1に 示 す如 く各 ロットの収量は

まちまちで,1lよ りの収量 はNo.9が320mg,No.10

は130mg,No.14は180mgで 相 当の開 きが あつ た。

表1収 量

3.化 学的 性状

PPDsの 凍結乾燥 粉末 は類白色 を呈 し,水 によ く溶

解す る。 またも,濃 厚 な溶液 は淡褐色 を呈す る。

粉末 の蛋 白窒素 は13.6%,含 水 度は3。8～4.0%,還 元

量 は3。24%で あつた。

4.電 気泳動

図1PPDsの 電 気泳動図

表2電 気泳動成績

電気泳動 の結果 は表2お よび図1に 示す 如 く,こ の条

件 の下 においては,4つ の峰 が形成 され,移 動 の早い も

のか ら易動 度お よび成分 の百分 率をみれば,最 初の峰の

易動 度-7.84は7.5%を 占め,第2の 峰-7.03が68.9%

で全体の大半 を占め,第3の 峰-3.52は20.2%,第4の

峰 は-1.89で3.5%を 占めてい たこ。下降側で は数値 がや

や前後 してい るが,ほ ぼ上昇側 と近似値 を示 した。

IV総 括お よび考案

人型 結核菌青山B株 の ソー トン培養303.2lの 濾液か

ら,限 外濾過,硫 酸安門半飽和沈 澱法 によって,PPDs

の63.3gを 得 たが,3回 に分 けて精製 を行っ た各Lotの

1lよ りの収量 は それぞれ320mg,132mgお よび180mg

でその間には相 当の開 きがあった。これは各Lotに お け

る菌 の発育 の良否 に よる もの と思 われ る。おのおのの菌

量の測定 を行つてい ないので明確 なこ とは判 らない が,

No.10は 他 の2Lotが フラン器 中で培養 を行 つたのに対

し,フ ラン室 中において培養 を行 つてお り,ま た,コ ル

べ=ソ1本 に分注 した培 地量が,他 の2Lotが300ccで あ

るのに対 し,No.10で は400ccあ て分注 して培養 したた

め,培 地量 に対す る表面積,s/vの 関係が異な り,収 量

に大差 を もた らした もの と推察 され る。.

菌株,培 地,培 養期間 および精製法 が異 なれば,そ の

収量 に差 の生ず るのはい うまで もないが,一 般 に培養量

1lか ら200～500mgの 収量 があ り,Seibert1)のPPDs

は人型菌DTを ロング培地 に8～10週 培養 し,そ の733l

よ り1079を 得てい る。 これ は1l当 り146mgの 収量 で,

われ われのPPDsに 比ぶれ ばはるか に少ない。また,

各研究者 の培地1lか ら精製物 の収量6)を み ると,伊 藤 の

O-A-Azo Tは260mg,武 田のTA2は377mg,倉 金 の

K P Tは515mgで あつて,い ずれ もわれわれ のPPDs

よ りも収量 は多いが,こ れは化学的成分 も異 なるためで

あろ う。

蛋 白窒素 は13.6%で あ り,今 仮 に6.25を これに掛 けて

蛋 白量 を計算す ると85.0%と な り.3約15%は 非蛋 白性物

質 を含 む ことにな る。

電気泳動 による結果 か ら,こ のPPDsに は易動度

-1.5な い し-7.8×10-5cm2 volt-1 sec-1の お よそ4つ

の成分 に分れ たが,上 昇側で-7.03,下 降側-6.64の 成

分 が64～69%を 占めてお り,次 で上昇 側-3.52,下 降 側

-3.62の 成分 が20～23%を 占め,あ との2つ はわずかで

あつたが,こ れをSeibert7)が 非加熱濾液か ら分離 したこ

蛋白A,B,Cお よび多糖体1,IIの 電気泳動結果 と比

較検討すれ ば,最 も百分率 の高 い第2の 成分 は,彼 女 の

い わゆるC蛋 白(易 動 度-6.1～7.3)に 相 当す る もの と

思 われ る。しか して第3の 成分はA蛋 白+B蛋 白(A蛋

白は-3.4～3.8,B蛋 白は-5.4～-6.4)と 思われ る。

またこ,最 も易動度 の遅 い第4の 成分 は多糖体Iま たこはII
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であ ろ う。 これ はほ とん ど移動せず δお よび ε境 界 と一

部重 なってい る。 この他最 も速 く移動す る第1の 成分は

上昇側 では朗瞭な分離 をしていないが,下 降側では明 ら

か に1成 分 とみ られ,こ れはD蛋 白(-8.6)で あ ろ うと

思 われ る。

このPPDsは100℃30分 間加 熱した濾液か ら得 られ

た もので,熱 に不安定 と言 われ るA蛋 白が少 な く,熱 に

強 いC蛋 白が多い。 この ことはSeibert8)や 大友9の 結

果 と一致 してい る。

今 日まで,わ が国の多 くの研究者 によつて,種 々なる

精製 ツベル ク リンが作 られ てい るが,そ の製造量 が少 な

い ため,実 験 の度毎 にLotが 変っ てい るこ とが多い。

このた め化 学的性状お よび生物学的性状 もその都度異 な

るので実験成績の不一致 をまぬがれ なかつ た。われわれ

は今回やや大量にPPDsを 分離 したので,今 後 この同

一物質 について化 学的な らびに生物 学的性状 を検討 して

ゆ くつ もりであ る。

V結 言

われわれはSeibertに 従い硫酸安門半飽和沈澱法 によ

つてPPDsを 分離 した。

1)そ の収量 は培地303.2lか ら639で あ り,こ れ は培

地1lか ら209mgの 収量で あつ た。

2)こ の ものは白色で,蛋 白窒素 は13.6%で あつ た。

3)電 気泳動の上か ら4つ の成分 に分かれ,そ の 中の

最大 の峰の易動度は-7.03で あ り,そ の百分 率 は約65%

であった。故に この ものは3つ の易動度の異 な る 蛋 白

と,多 糖類 の少 量 とを含んでい る。

終 りに臨 み,柳 沢部長 の御指導 と御 校閲を謝 し,培 養

に際 してい ろい ろ御協力下 さった家畜 衛生試験場 の山 口

お よび川西両技官,ま た,電 気泳動 について種 々御教示

を仰いだ予研血清部市川技官,東 大生化学島尾先生等 に

謝意 を表す る。
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