
733

実 験 結 核 症 に 対 す るGLT透 析 画 分 の 影 響

羽 鳥 弘

結核予防会結核研究所

受付 昭和34年5月10日

緒 言

結核症 の 特異 的治療剤 として 結核菌培養濾液 がR.

Koch(1890)1)に よ り ツベル クリン(ヅ と省略)と 名

付け られ用い られたが,こ れは当初の期待 のご とくには

成功 せず,そ の後診療面 か らはかえ りみ られなかつた。

しか るにPirquet(1906)2),Mamthoux(1907)3)が

結核人体の皮膚反応 を発表 して以来,ツ に よる皮膚反応

は結核の診断上新 たな重要性 を もち,今 日にいたつてい

る。

その後貴 島(1930)4),Rothschildら(1934)5),Do

-rickら(1935)6),Brauch-Kmoop(1937)7),Higgin-

tham(1937)8),Pagel(1937)9),磯(1941)10),大 原

(1952)11),林(1957)12)ら は結核 感染動 物 を ツ によ

って脱感作す るとこれ らの動物において,生 存 日数の延

長,病 変の軽減,動 物体 内生菌数の減少等 の防御力増強

を認 めた。しか しこれ らの現象の解釈 は彼 らの間におい

て必ず し も同一 でない。

柳沢,勝 山,金 井(1955)13)は その 「ツ脱感作 の 結

核免疫 におけ る意義 」において,脱 感作 の さい,急 激 に

発生す る炎症 過程が病巣 に もた らす物理化学 的条 件の変

化に多 くの興味 を もち,こ の よ うな立場か らも結 核症 に

おける感染 と免疫(抵 抗性)の 現象が説明 され ることを

期待 してい る。

当研究所 の湯沢 ら(1957)14)は ツ原液 と各種 アルデ

ヒ ドとの化合 物を ラモ ン法16)に よ り働 かせ,こ れを用

いて結核 モルモ ッ トの 皮 内反応 を 検 す るにOT17)と

比 較 して弱い反応 を示 した ことを認めた。ついで(1957)

15)ア ル デ ヒド化合物の うち,グ ル ク ロン酸 を 前記の方

法 によ りツに働かせて得たGLTに よ り結核 モル モ ッ

トを脱感作 し,対 照 としてGLT作 製 のさい に使用 し

たツ原液 によ る脱感作 と比較検討 した。感染 な らびに脱

感作方法 は林 の報告12)に よつた。この実験 成績 は,(1)

ツ原液,GLTに よ り脱 感作せ る場合,と も に ツ反応

(100倍 濃 度)は 減 弱または消失 す るこ とを認めた。(2)

肉眼的解剖 所見:ツ 原液お よびGLT脱 感作群は非脱

感作群に比 し軽度で あつた。 またGLT脱 感作群 はツ

原液脱感作群 に比 し,さ らに病変が軽度で あ るこ とを認

めた。(3)定量培養 成績:動 物体 内の生菌数 を肺 および脾

について検討 した。 これに よると解剖所 見に平行 して脱

感作群 は ともに対照群に比 し集落数少な く,と くに肺に

おい てその傾向著明で あっ た。 またGLT群 は ツ原液

熱 に比 しさ らに集 落数が少なかつた。(4)脱感作処置経過

中にお ける実験動物の体重増加お よびその他一般症状:

GLT脱 感作群が ツ原液脱感作群 よ り 良好 で あっ た。

(5)病理組織学的所見;GLT群 の病変 は対照群 とOT

群 との中間のよ うな病変像 を示 した。

以 上み られ る諸成績がGLTの いかな る成分 に基 因

す る ものな りやを解明せ ん としてまずGLTを 膀胱膜

に よ り透析 し,分 画 して,内,外 液 とな した。 これ らを

用いて結核 モル モッ トに頻 回皮下注射 を施行 し,そ れ ら

が ツ皮 内反応に及ぼす影響お よび 内臓病変の肉眼的所見

な らびに定量培養所見 に及 ぼす影響 につ いて観察 した。

実 験 方 法

1) 実験動物:100倍 ツ反応陰性,体 重750g前 後

の白色 モル モッ ト♂♀計30匹 を使用 した。

2) 使 用菌株お よび接種方法:20日 間培養 した清H1

型菌 を 滅菌蒸溜水 均等浮游液0.02m/mlと して,そ

の0.5mlを 右 下腹部皮下に接種 した。

3) 注 射薬剤:GLT18)原 液10mlを 膀胱膜1に入

れ,蒸 溜 水1,000ml,10℃ にて24時 間 透析 し,再

び新蒸溜 水1,000mlに て同様に透析 す る。透析膜 外液

のすべ て と透析 内液 をお のおの凍結乾燥 し,(凍 結乾燥

条件:(1)凍 結温度,-23° ～-35℃ で1時 間50分,(2)

乾燥時間,8時 間40分,(3)加 温温度,最 高31℃ で

7時 間,(4)総 乾燥液 量,150ml,1Ampに10ml分

注,(5)ト ラップ温度,-35℃,(6)ポ ソプ排気量,600

l/min,真 空度10-1～10-2mmHg Geiler,(7)室 温20℃

。)こ れ らを各10mlの 生理食塩液 で溶解 して 原液

の濃 度 とした。 さ らに同液 を もって10倍,5倍,2倍

稀釈液 を作 製 した。

4) 実験方式:結 核モ ル モツ トを対 照群,内 液 注射群,

外液注射 群各10匹 ずつに分 け,菌 接 種後6週 目 よ り

両液 をそれ ぞれ隔 日に両腋窩 に交互 に注射 した。その 量

は は じめ10倍 稀釈液 を0.4,0.6,0.6,0.6ml宛,

5倍 稀釈液 を0.6,0.6,0.6,0.6ml宛,2倍 稀釈液

を0.4,0.4,0.4ml宛,原 液 を0.4,0.4,0.4,0.5

ml宛,計5週 間 にわ たっ て施行 した 。

5) 観察方法
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体重測定;菌 接種後毎週1回 全動物の体重測定 を行 な

つた。

ツ皮 内反応 の施行 と測定19):菌 接種後5週 目と注射

開始後3週 目お よび5週 日に100倍 ツ皮 内反応 を 施

行 した。測 定は硬結 に よつた。

剖検:注 射後6週 目に行なった。 剖 検時に 内臓所 見

の観察 を行 な うとともに脾 の重量測定 を行 な う。

臓器定量培養:肺,脾 の結核菌定量培養 を小川20)の

方法に準拠 して行なった。

実 験 成 績

1) 透析 内液 および外液の凍結乾燥後 の性状

内液:黒 褐色 で管 壁に固着 し,吸 湿性,乾 燥重量216

mgで あ る。蒸溜水10mlに よ く溶解 し,溶 液は 褐色

透明でpH5,Sulfosalicyl酸 反応 陽性,Heller反 応 弱

陽性,Biuret反 劇 暢 性,Molisch反 応陽 性,Fehling

反応陽 性であつた。なおPhemylhydrazjmを 働かす と

き,非 結 晶性沈澱 を形成 した。

外液:茶 褐色粘稠 な液状 を呈 し,乾 燥重量311mgで

あ る。蒸溜水10mlに よ く溶解 し,溶 液は黄褐色透明

でpH4.6～4.8,Sulfosalicyl酸 反応陰性
,Heller反

応陰 性,Biuret反 応 弱陽性,Molisch反 応弱陽 性,Feh-

ling反 応陽 性であつた。なおPhenylhydrazinを 働か

す とき非結 晶性沈澱 を形 成 した。

2) 実験動物体重 の変動:図1に 示す ご とく
,感 染

時の 全動物 平均体重 は751g,1週 目は 平均752g
,

2週 目平均732gで 減少 しは じめ,3週 目は もつ とも

減 少 して平均667gに なつたが,4週 目 よ り増加 して

平均696g,5週 目平均717g,6週 目 すなわ ち 注射

開始時 は平均736gで あつた。

図1 実験動物群の平均体重変動

表1 100倍 ツベル ク リン皮 内反応 の変動

注射後は両注射 群 と も体 重減少が対照群に比 して著 し

く,7週 目で平均20g少 な く,8週 目も同様 ,9週 目

には平均40gも 減 少 した。10週 目には 内液注射群 の

体重減 少はやや少な く,外 液注射群 よ りも平均20g多

いが対照群 よ りは なお平均30g少 なか った
。11週 目

も10週 目と同 じ傾 向であっ た。

3) ツ皮 内反応 の変動;表1に 示 すご とく
,感 染 後

5週 目の100倍 ツ皮 内反応 の 硬 結 の 平 均 は 対 照 群

143×12.8mm ,外 液 群14.3×12.8mm ,内 液 群
12.1×11.1mmで 各群 と もすべ て陽性で あった

。感染

後9週 目すなわち注射後3週 目では対照群は平均硬結

13×13.5mmで 陽 性であるが両注射 群では 硬結 は全 く
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表2 解 剖 肉 眼 的 所 見

番号 のみは ♀,A:膿 瘍,G:潰 瘍,N:瘢 痕,+:壊 死の存 在を示 す

認 め られず,ツ 反応陰 性であ り,ま た感染後11週 日す

なわち 注射後5週 印 において も対照群 の 平均 硬結 は

13.5×11.5mmで 陽 性であ るが,両 注射群 は3週 目と

同様に硬結 は全 く認め られず ツ反応陰性であった。

4) 剖検:表2に 示す ごと く,感 染後11週 の 解 剖

所見 では,対 照群 は ♂No.12,♀No.6を 除いてい

ずれ も相当高度の病変 を示 してい るのに対 し,外 液注射

群 も ♀No.22,26を 除い て対照群 と 同様 な高度病変

を示 し,内 液注射群は前2者 よ りも軽度な 病変 を示 し

てい る。

脾の重量 を比 較す ると対照群の平均 重量4.6g,外 液

群 平均4.79で ほぼ等 し く,内 液群 は3.2gで やや軽

くなってい る。

実験中,対 照,内 液 群に おのおの1匹 宛死 亡が あっ

た。対照に は相 当高度な結 核病変が認 め られた。

各群 の臓器お よび リンパ腺病変の ヒス トグラムは図2

に示 すご とく,対 照群 と外液群 ではほぼ同様 な病変 を示

し,平 均 して リンパ腺病変が外液群 でやや軽 いが,臓 器

病変は等 しかつた。 内液群 は前2者 に 比 して,臓 器,

リンパ腺病変 と もに軽 度であった。
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図2 剖 検 所 見 のHistogram 5) 臓 器 内結 核 菌 定量 培 養 成績:表3に 示 す ご と く,

肉眼 的所 見 と平 行 して,対 照 群 と外液 群 は集 落 数が 非 常

に多 く,肺,脾 の コ ロニ ー の 総 平 均 は 対 照 群1,693

コ,外 液 群1,735コ で ほ ぼ 同 じよ うな 成 績 で あ り,内

液 群 は 前2者 に比 して集 落 数 が 非 常 に 少 な く,総 平均

506コ でI/3の 増 殖 で あ つ た 。

総括 お よび 考 案

ツの 透 過 性 に つ い てR.Koch2)は ツ発 見 当時,こ

れ に透 過 性 の あ る こ と を述 べ てい る。Zieler(1908)22),

Damielopolu(1909)23),Lowenstein(1913)24),Guyon,

J.Albert-Weil(1930)25),青 山(1935)26)ら も 同様 な

意 見 を 述 べ て い るが,Marie,Tiffemeau(1909)27),

Selteru.Tancry(1922)28は 非透 過 性な りと 反 対 し,

Seibert(1926)29)も ま た魚 嚢 を 用 い て 透 析 性 な し と述

べ,Ruppel(1913)39)は ツ を熱 した の ち な らば 透 過 す

る と述 べ て い る。 元 来 ツは 種 々 な る分 子 量 の 物 質 の 混 合

物 で あ るか ら,一 部 の 物 質 は 透 析 す るで あ ろ うし,ま た

他 方透 析 しな い物 質 もあ ろ う,こ の こ とは ツ有効 因 子が

単 一 で な い こ とを示 唆 して い る。

Dorset,Henley&Moskey(1927)3)に よ れ ば ツの

透 析 外 液 は結 核 モル モ ッ ト に致 死 作 用 を有 し,皮 内反 応

を呈 さ な い 。透 析 内液 は致 死作 用 を も皮 内 反応 を も呈 す

表3 臓器培養成績(4週 目観察)

臓 器10mg中 のコロニー数,培 也3本 の平均値

る。Kustner&Maschrnan(1930)32)は 透 析 後Kaolin

に よ り分 画 し,ツ 有 効 物質 を と りだ し,こ れ の致 死 作 用

を み て,Todstoffと 名 付 け,こ れ を除 い た ツをHaut

tuberculinと 称 してい る。 糟谷(1936)33)は ツ有効物

質 の半透膜透過性 につ いて限外濾過 の成績 よ り,ま たこ

の成績に基づ きと りだ した る皮膚特 異反応物質 の生物学

的34),生 化学的性状35)よ りみて,い ずれ も一元 性の

ものでな く,多 元性 な ることを認 めた。石 田(1935)36)

も小児 にお ける ツと分画 ッの皮 内反応 の出現 の遅速 はツ

構成分の多元 性に よることを示 してい る。
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村田(1939)37)は ツをK stner法 に よ り分画 し,各

画分の物理化 学的性質な らびに結核 モル モッ トにおけ る

皮 内反応,致 死反応等について報 告した。すなわ ち,(1)

透析 性を有す る物質は結核海〓 に対 し致 死作用 を有す る

し,ま た皮 内反応 を呈す るが,透 析性 を有せ ぎる物質は

致死作用 を起 こさず,皮 内反応の みを呈す る。(2)脱感作

実験 におい ては,内 液(Ha-stoffと 称 してい る)が 強

く作用 し,外 液(To-stoffと 称 してい る)は 脱感作 が

前 者 よ りお くれた。(3)ツ各画 分によ る感染防御力 につい

てはHa-stofRに ある程度の抗感染能力 を有 し,か つ結

核 個体 に対 し,多 少の治療 効果 を有す る。

物理化 学的研究 に よればHa-stoffは 多糖 体,To-

stoffは 蛋 白体 とみ られ,武 田,渡 辺(1940)38)は 三塩

化酢酸,ア ル コール沈澱 および透析 によ り7画 分 を得,

各画分 の化学 的特性が上記 の2種 の いず れか に 類す る

こ とを認 めた。さ らに白石(1951)39は コロジウム 限

外濾過 によ り,ま た 小谷 ら(1953)4)は セ ロブァンの

透析 に よ りその画分について論 じてい る。 これ らの画分

の化学的性状 な らびに生物学的性状 は使用 された透析膜

の性状 とと もに今後なお詳 細に検討 さるべ きもの と考 え

られ る。

先人 のごと く,著 者はGLTを 牛膀胱膜 を もつて透

析 し,そ の透析膜 内外両画分 を一定条件下 に凍結乾燥 し

た。 それ らの性状 は,内 液:黒 褐色,吸 湿性 で蒸溜 水に

よ く溶解 し,溶 液 の色 は褐色透 明であ り,pH5,Sulfo-

salicyl酸 反応陽性,Heller反 応弱陽 性,Biuret反 応弱

陽性,Molisch反 応陽 性,Fehling反 応陽 性であつた。

外液;茶 褐色粘稠 な液状 を呈 し,蒸 溜 水に よ く溶解 し,

溶液 の色 は黄褐色透明で,pH4.6～4.8,Sulfosahcyl酸

反応陰 性,Heller反 応陰性,Biuret反 応弱陽 性,Mo-

lisch反 応弱陽性,Fehling反 応 陽性 で あつた。なお,

Phenylhydrazinに よって内,外 液 ともに 非結 晶性沈澱

を生 じた。

以 上の生化学的性状 を有す る透析膜 内外の両画分 を も

っ て脱感作用注射薬 をつ くつた。 ツ反応陰性 モルモ ット

30匹 を使 用 し,感 染6週 目よ り脱感作 を開始 し,脱 感

作注射 には両画分 を原液濃度の10倍 液0.4amlよ り原

液濃 度0.5ml面 にい た るまで濃度 および量 を 増加 しつ

つ感染後11週 まで隔 日皮下注射 を続 けた。 その間,対

照群,内 液注射群,外 液注射 群の3群 を比較観察 した。

脱感作動物2群 においては 注射後体重が 減少 し,し一

時回復 したが,再 び減少 し,遂 に 対照群 に 及 ばなかっ

た。皮膚 ツ反応 は両注射群 と対照群 との間に感染後9週

日か ら差 異を 生 じ,注 射群 には 陽 性例 を 認 めな くなつ

た。また感染後11週 において も同様 であつた。

剖検所見:肉 眼的所見は外液 注射群 は対照群 の病変 と

同様 な成績で,内 液注射 群は前2者 よ りも軽 度で あつ

た。

同時に行 なつた結核菌 の臓器 定量培養 成績 において も

同様 な傾 向が認 め られた。実験 中,対 照,内 液群 で各1

匹が 死亡 した。

以上 の実験 か らGLTの 透析膜 内液に よる脱感作群

は外液 に よる脱感作群お よび対照群 よ りも結 核病変が軽

く,個 体 内の生菌 数 も少ない ことが認 め られた 。今後著

者は内液注射群 にみ られ る前記の効果が その画分 のいか

な る物質 によ るか を追究せ ん と計画 中であ る。

結 論

GLTを 牛膀 胱膜 を もって透析 し,そ の 透析膜 内,

外両画分を一定条件下に凍結 乾燥せ る性状は,内 液:黒

褐色,吸 湿 性で蒸溜 水に よ く溶解 し,溶 液 の色 は褐色透

明で あ り,pH5,Sulfosalicyl酸 反応陽 性,Heller反

応 弱陽 性,Biuret反 応 弱 陽性,Mdisch反 応 陽 性,

Fehling反 応陽性 であつた。外液:茶 褐色粘稠 な液状 を

塁 し,蒸 溜 水によ く溶解 し,溶 液 の色 は黄 褐色透 明であ

り,pH4.6～4.8,Sulfosalicyl酸 反応陰 性,Heller反

応 陰 性,Biuret反 応 弱陽 性,Molisch反 応 弱陽 性,

Feblimg反 応陽 性で あった。 なおPhenylhydrazinに

よつて内外液 と も非結 晶性沈 澱 を生 じた。

以 上の生化 学的性状を有す る両 画分に よ り結 核 モル モ

ッ トを脱感作 した結果,

1) 皮膚 におけ るツ反応は一定期問注射後両液群 と も

に消失す るのを認 めた。

2) 剖検 肉眼 的所見 は内液注射群 において軽度 な病変

を示 し,対 照 と外液群 とに差異 を認 めなかった。

3) 臓器 内結核菌定量培養 成績 は内液群 に生菌数が 少

なかったが,対 照 と外液群 には差 異を認 めなか つた。

稿 を終 わ るにあた り,終 始 御懇篤な る御指 導 と御鞭 撻

を賜わつた湯沢副所長,御 校閲 を賜わつた隈部所長,岩

崎部長,大 林副部長,細 菌検索 に御援助 を賜わつた続木

科 長,齊 藤悦子氏,病 理検索 に御援助 を賜わつ た青木,

松崎,工 藤賢諸先生,凍 結乾燥 に御援 助を賜 わつた張先

生,野 口徳次 郎氏,な らびに終始 御協力 を賜 わつた横 山

元 子氏 に心か らの感謝 を捧 げます。
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