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ト リ 型 結 核 菌 保 存 株 に 関 す る 研 究

第2報 産 生 ツーミル ク リン蛋 白,と くに その型 特 異 性 につ いて

神 中 寛 ・武 谷 健 二

九州大学医学部細菌学教室(主 任 戸田教授)

受付 昭和64年7月25日

わが国の諸研究機関r保 存 されているいわゆる トリ型

結核菌の性状に関して,さ きに武谷 ・吉村 ・山浦1)は

これ らの菌の 培養性状,フ ァージ感受性,毒 力等を検

し,これが本来の トリ型菌の性質を備えたものと,これ ら

とはかな り異なつた性質をもっものとの2群 に分かたれ

ることを指摘 した。

今回はさらにこの点を明 らかにするために,こ れ らの

菌か ら精製ツベルクリン蛋白 πを製し,培 養性状と収量

との関係,相 互間の交叉皮内反応による型特異性を検し

たので報告する。

実 験

1)材 料および方法

使用菌株:い わゆるトリ型結核菌保存株 としてA3717,

A71,獣 疫,A62(B),A62(C),竹 尾 獣調,伝 鳥

の8株(第1報 の成績にもとついてこれを2群 に分か

ち,前4株 をI群,後 の4株 をII群 とよぶこととす る)。

このほか対照として柏木2)に よって多発 性結核腫の患

者か ら分離,ト リ型菌変異株 として報告された松本株,

ヒ ト型菌H37Rvお よび青山B株,非 病原性抗酸菌Myc.

phleiお よびMyc.smegmatisを 使用した。 各菌の由

来については第1報1)に 記載 したが,I群 が 定型的な

トリ型結核菌の性状を示すに反し,II群 に属する菌は定

型的とはいいがたいものである。

培養:上 記の各菌を1,000cc三 角 コルベンに350cc

ずつ分注した変法 ソー トン培地(ア スパラギンの代 りに

借量のグルタ ミソ酸 ソーグを含む)に 浮かべ10週 間培

養した。

πの精3):培 養期間終了後,菌 を培地 ごと100℃

30分 蒸気釜中で加熱殺菌し,菌 体を濾別,菌 は別に乾

燥秤量した。濾液はpHお よび量を測定後,20%三

塩化酢酸溶液を加えて粗蛋白を沈澱せしめた。この沈澱

は1/10NNaOHに よつて溶解,さ らに1/10NHCIに

よる等電点沈澱と1/10NNaOHに よる溶解とを5回 繰

返したのち流水および蒸溜水に対して透析,凍 結乾燥し

た。この最終産物が精製ツベルクリン蛋白 πである。

電気泳動4):上 記 πについて,Antweilerの 微量電

気泳動装置を用いて電気泳動を行なつた。泳動条件は次

のとお りである。蛋白濃度:約1%,緩 衝液:pH7,94,

M/20の 燐酸緩衝液,温 度:23℃,電 流:1.5　 mA,時

間:12分 。なおMicro-Kjeldah1法 に よつてN量 の

測定を も行なつた。

交叉皮内反応:体 重400g前 後 のモルモットを選び,

上記各菌 を用いて型のごとく免疫 した
。すなわち各菌の

10mg/cc死 菌流パラ浮游液を作製 し,こ れを1菌 株3

頭 ずつ背部筋肉に0.6cc注 射,感 作を行なつた。感作

約1ヵ 月後,各 株の π をpH7.0の 緩衝生理食塩水に

207/ccに な るごとく溶解,そ の0.1ccす なわ ち2ッ

すつを背部皮内に注射,生 じた発赤および硬結を48時

問後に測定,比 較した。

2)結 果

培養性状および πの収量:表1に みるなとくトリ型菌

の うち,I群 の菌株は πの収量少な く,II群 の菌はこれ

に反し前者の10倍 以上の 収量を示し,濾 液のpHは

前者で低 く,後 者で高い傾向を示した。ただし松本株は

やや異なつた性状を呈 し,非 病原性菌の2株 はII群 に準

ず る結果を示した。また菌量は多少 π の収量 と関係す

るごとくであつた。

電気泳動:泳 動図 と泳動による分析結果を図1お よび

表2に 示す。どの標品にあっても,も つとも主要な成分

表1培 養性状 と πの収量
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はC蛋 白に相当する易動度(-7～-8×10=5cm2/v･sec)

を もち,こ れが主としてhc蛋 白であることは明 らかで

ある。このほか少量の核酸(ま たは核蛋白)お よび多糖

体成分を含むことは従来の場合3)と 同様であつた。

表2 各菌株 π の電気泳動分析値

図1 各株πの電気泳動図

交叉皮内反応:交 叉皮内 反応の結果を表3,4に 示

す。本表にみるごとく,I群 すなわちA3717,A71,

獣疫 およびA62(B)の4株 とII群 すなわ ちA62(C),

竹尾,獣 調および伝鳥の4株 とは免疫学的に明 らかに異

なった性状をもつことが分かつた。なお前者は松本株お

よびヒト型菌と,後 者は非病原性抗酸菌と近い性状を示

し,II群 の うち獣調と伝鳥によつて感作した動物はA62

(C)の π に,A62(C)に よる動物は獣調の πに対

する反応がやや弱かつた。

総括ならびに考察

今回の実験は,ト リ型結核菌保存株の産生するツベル

クリン蛋白π に関するもので あるが,そ の結果,定 型

的な トリ型の性状を示すI群 の菌は π の産生量 低 く,

それに反し定型的な らざるIIに 属す る菌株の産生量は

非常に大 きい こと,こ れ らの πを使用して の交叉皮内

反応によってこの2群 は免疫学的に明 らかに異なること

が分かつた。

従来 トリ型結核菌はヒトあるいはウシ型結核菌と免疫

学的に異なつた性質をもつ1群 であることが認め られて

いる5)～7)。 さらに,た とえばFurth8)は 補 体結合反

応を,Harpφth9)は 凝集反応を用いて トリ型菌がさらに

亜型に分かたれることをみ,Schaefer10)は トリ型菌 と

みなされる94株 の菌を補体結合反応によ り4型 に分か

ち,1型 と2型 が典型的な もの,3型 と4型 は毒力低 く

典型的といえないことを報告したが,い ずれにして も今

回の実験とは観点が異なつているのでわれわれの観察 と

一致す るか どうかはただちに断定しがたい。

一方高橋および橋本11)は トリ型菌 とされている8株

の菌について,培 養性状,薬 剤感受性,毒 力等のほか,

ッベル クリン特異性をも検し,そ の結果 これ らの菌を

A,B,C3群 に分か ち,Aを 典型的な トリ型菌,他

を非典型的なものとし,Aに はKirchberg等4株,

BにA62,Cと しては竹尾等3株 を あげ,ヅ ベル ク

リン特異性については,A群 のヅベル クリンはA群 免

疫動物にのみ反応するがC群 のツベフレク

リンにすべての菌による免疫動物によく反

応す るといつている。

異なつた菌株の産生するツベル クリンを

用いて交叉皮内反応をやるためには,各 標

品中に含敦れるツペル クリン活性物質の鼠

がほぼ等最でなければ意味をなさない。培

養濾液中の活性物質すなわちヅベルクリン

蛋白の量は表1に みるごとく菌株問で非常

な差異があるか ら,従 来の旧ヅベル クリン

あるいは精製しない培養濾液による反応は

免疫学的特異性よりも,む しろ濾液中のヅ

ベノレクリン蛋白の量によつて影響 されるこ

とが多いし,ま た精製 された ものが,お のおの力価を異

にする物質で も困るわけで あるが,わ れわれの πは皮

内反応活性物質であるhc蛋 白を主成分 とし,こ のもの

の含量 も大体等しいので,交 叉皮内反応の抗原 としても

つ とも適したものであ り,反 応の結果 もまた信頼をおけ

るものとしてよい。

その意味か ら高橋 らの報告をみると,A群 の菌は わ

れわれのい うI群 に,C群 の 菌はIIに 相当すると思

われるが,ツ ベルクりン蛋白の産生量は後者が前者の10

倍 以上に も及ぶ ものであるか ら,蛋 白量に無頓着に精製、

しない濾液で皮内反応を行なえばA群 のヅベルクリン

が特異性を示すにかかわらず,C群 の ヅベル クリンで

は特異性に関係なくすべての動物に陽性の反応を起こす

ことは当然である。
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表3 各 型 π の各型菌感作モルモッNこ 対する力価(そ の1)

6mg流バ ラ死菌 にて感作,π2.0γ/0.1cc皮 内注射,48時 間後答5匹 の奉均発赤径(mm),()内 は硬 結の程度 を示 す

表4 各型 πの各型菌感作モルモッNこ 対する

力価(そ の2)

＊感作 に使用 した菌 より製 した π
,6mg流 パ ラ死菌 にて感作,

π2.0γ/0.1cc,48時 間後各3匹 の平均発赤 径(mm),()内

は硬結 の程度 を示 す

前に報告したごとくI群 に属す る菌は発育比較的おそ

く,ニ ワトリに対する病原性が強 くて典型的な トリ型菌

の性状を呈するのみならず,フ ァージ感受性 も低いが,

II群 の菌は発育早 くR型 コロニーをもち,病 原性弱 く

かつファージ感受性が高 くて,む しろ非病原性抗酸菌に

似ている。同様なことが今回の実験に もみ られ,II群 の

菌 と非病原性のMyc.phlei,Myc.sxnegmatisと は免

疫学的に近縁の群を形成す ることが分かつた。

また松本株は変異 トリ型菌とされてはいるが,免 疫学

的には両者の中間的な性状をもち,あ るいはこの株がい

わゆる非定型抗酸菌 として分類されるのではないかとい

うことを暗示する。

結 論

わ れ われ は トリ型 結 核 菌 と して,わ が 国 の 諸 研 究 室 に

保 存 され て い る菌 の うちA3717,A71,獣 疫,A62(B)

(以 上I群),A62(C),竹 尾,獣 調,伝 鳥(以 上II群)

の8株,こ の ほ か 対 照 と して 数株 の 菌 を え らん で ツ ベル

ク リ ン蛋 白 π を精 製 し,そ の 産 生 状態 お よび 交 叉 皮 内

反 応 に よ る免疫 学 的特 異 性 の 検 討 を行 な つ た 。 その結 果

い わ ゆ る トリ型結 核 菌 は 免疫 学 的 に 上記 のI群 お よ びII

群 に 分 か れ,し か もこの群 別 は 他 の 性質 に よ る分 類 と も

…致 す る こ とが 分 か つ た 。 この う ちI群 は典 型 的 な ト リ

型菌 の 性 質 を有 す るに 反 し,II群 は ト リ型 と して の 性質

が稀 薄 で む し ろ非 病 原 性抗 酸 菌 に近 い もの で あ つ た 。

戸 田教 授 の御 指 導 と御 校 閲 を深 謝 し ます 。 な お本 論 文

の要 旨 は 昭和33年9月 日本 結 核 病 学 会 九 州 地 方 会 総

会 な らび に 昭和34年4月 日本 結 核 病 学 会 総 会 に お い

て 発表 し た 。
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