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精 製 ツ ベ ル ク リ ン 実 用 化 に つ い て の 一 省 察

小 杉 信 之

名古屋大学医学部予防医学教室(指 導 岡田博教授)

受 付 昭 和54年12月15日

1緒 言

ツベル クリン(以 下 ッ と記す)反 応は結 核症 の予防お

よび診断に欠 くべか らざる手段であ り,か っまた この反

応が今 までに果 たして きた役割の偉大 さにっいては今更

言及す る要はないほ どであ るが,近 来 ツア レルギーの発

現様態 が大分異なつて きたので,ツ 反応 の判定基準,使

用濃 度の検討 あ るいは さ らに精製 ツの使 用が問題 となっ

て きた。

精 製 ツは旧 ツよ りも反応が 明確 で,判 定誤差 も少 な

く,そ の反応強 度 とX線 所 見 も一層合致す る傾 向が認

め られ1),勝 ってい る点が 多 く実用化が要望 され るゆえ

んであ る。

この精製 ツに関しては欧米諸 国では夙 に汎用せ られ て

お り2)へ9),わ が 国において もすで に 古 くよ り この精製

には多 くの業績10)～15)が み られ る。

しか しなが らこれ らの精 製品 とい えど も必ず し も満足

な もの とはいわれ ないので あって,斯 界の第一人者た る

F.B.Seibert女 史は その作 るところのPPD-sに おい

てす ら均一一性の恒常で ない こ とよ り研 究 を重 ね,遂 に化

学的 に も生物学的に も区別 され る3種 の蛋白質 を 分離

し16)17),ツ 活性物質の解明に重 要な る知見を提供 した

こ とは周知の ご とくであ り,し か して この うちのいずれ

かがPPD-sに 代わ り使用せ らるるにいた るか を鋭意

追求 してい る。

ところで従来精製 ツ使用にあたって,そ の蛋 白成分 の

種類 についての考 慮は比 較的な されていなか ったよ うで

あ り,し か もツ反応の結核診断 に果 たす意義 の重要 さを

考 え ると,旧 ツを精製 ツに代 え ることは きわめて慎重 に

取扱 うべ き問題であって,な お幾 多の検討の余地 を残 し

てい ると考 え られ る。

以 上の 見地か らSeibertの いわゆ るABC蛋 白,

PPD-s,戸 田 ・武谷 の π および 菌体蛋白 を 自家精製

し,さ らに 予研製PPD-sお よび 九大製 π を参考 と

し,そ れ らの物理化学的性状 な らびに生物学的観察 を行

ない,比 較検討 してその実用化 に省察 を加 えてみた。

II実 験 方 法

1.精 製法

次 の ものをそれ ぞれ下記の方法で分離精製 した。

a)ッABC蛋 白

F.B.Seibertの エ タ ノー ル分 画 沈 澱 法15)

b)PPD-s

F.B.Seibert&J.T.Glennに よ り示 され た 硫 酸 ア ン

モ ニ ウ ム分 画沈 澱 法3)

c)π

三 塩化 酢酸 沈 澱 と 塩酸 に よ る 等 電 点沈 澱 に よ る 精 製

法12)

d)菌 体 蛋 白

F.B.Seibert&A.M.Fabrizioに ょ る尿 素 抽 出法18)

2。 物 理化 学 的 性 状

次 に 記 す項 目に つ い て お の お の 下 記 の 方 法 で 検 査 し

た 。

a)N量

Micro-Kjeldahl法

b)糖 量

Carbazol法

c)核 酸 量

Dische-Diphenylamin法

d)紫 外 線 吸 収 曲線

Beckrnan-Spectrophotometerを 使 用 す る。

e)濾 紙 電 気 泳 動

電 気 泳 動 研 究 会 濾 紙 電 気 泳 動 標 準 操 作 法19)に 準 拠 す

る。

3.動 物 に よ る ツ力 価 と反 応 様 態

a)感 作 動 物

H37Rv株 死菌 ・流 動 パ ラ フ ィ ン感 作 後8週 以 降 経 過

の 海〓 総 数82匹 を 用 い た 。

b)試 料

各 ツの蛋 白体N量 を基 に し,予 研 製PPD-sを 標

準 と して,各 試 料 と も0.1ml中 に5γ,1γ,0.2γ

当量N量 を含 む液 を作 つ た。 観 察 し た試 料 はABC蛋

白,BCG株 よ りのA+B,菌 体 蛋 白,加 熱 処 理 し て

得 たPPD-s,非 加 熱 の もの,BCG株 よ りのPPD

-sお よび π の9種 類 で あ る。

c)観 察

標 準 液 と 一 試 料 との3稀 釈 液 を1群6匹 の 海〓 の

背 部 に 皮 内 注 射 し,注 射 後12時 間,24時 間,48時

間,72時 間 の4回 に わ た り硬 結 を検 し た。

ま た各 試 料 のN量 当量0.2γ/0.1mlの 稀 釈 液 を注 射
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した感作 海〓 の 局所の 皮膚組織 を3,6,12,24,48,

72,96時 間 ごとの7回 にわたって観察 したこ。各 時間 と

も使用海〓 は4匹 であ る。

4.人 体1にお けるPPD-sお よび π の反応

結核予防法に よる 定期検診に さい し,九 大(製 πお よ

び予研製PPD-sを 使用す る機会 を得 たので,両 者の

示す反応様態 を比較観察 した。

す なわちABC蛋 白の混合 物であ るPPD-sと,

主 としてCの みであ る π とを対比 してみ る意 図か ら

であ る。

a)対 象

愛 知県春 日井 市周辺部 の 小学校児童174名 で,ツ 反

応検査お よびBCG接 種歴の確 実な ものであ り,そ の

上膊屈側(初 回施行部 と思惟せ らる)に っいて検 した。

b)試 料

使用 ッ液は予研製PPD-s0.06γ/0,1mlお よび九大

製 π0.15γ/0.1mlを 用い,左 右交互 に接 種した。

c)判 定

注射後24時 間および48時 間に行 ない,現 行判定基

準 に従 って発赤 および硬結 につ き測定 した。またその色

調 を柳沢 らの方法20)に 従 いKPHDに 分類 した。

III実 験成 績および 考察

1.精 製

精製 法の得失 を単 に個 々の製 品を集 めて行なった力価

の比較 に よって云々す ることは危険であ り,正 確 な比較

には同一の培 養濾液 を分画 して各種 の製 品を精製 し,総

合的 に検討す るを要す ることはすでに強調せ られてい る

事柄であ る21)の で,可 及的同0始 点 よ りは じめ るべ く

大部分はH37Rv株 を用いてSauton培 地 に7～10週

培養 した もの を 混合均分 して 精製 した。 ただ し 一部に

BCG株 を用 いた ものが あ り,ま た教室 に 分与せ られ

てあった予研製PPD-sお よび九大製 π は青 山B株

よ り作 られた ものであ るが これ らも比較 の対象 とした。

今 回精製 して みた ツABC蛋 白,PPD-s,π,菌

体蛋白な どでは,操 作には各一長 一短 あ り難容 いずれ も

区 々で あっ て とくに利便 を感ず る ものはないが,C蛋 白

の分離精製 はその うちで も比較的手技 も簡単で収量 も比

較 的多 く,そ の うえ,な おかつ成分が比較的均一 な もの

が得 らえした。

2.物 理化学 的性状

a)化 学 的性状

ッ活性蛋白質 の精 製を主 目的 とす る各種精製法 におい

て も,そ の操作 中に分離 しに くい多糖体お よび核酸等が

毎 常混在 して くるので,そ の化学 的性状 も各研究 者に よ

って それ ぞれ異 なってい るのであ るが,今 回分離 検討 を

加 えた各製品 を一括表示すれば表1の よ うであ る。すな

わ ちN量 はPPD-s,π,B,C等 がほぼ10～13%

で顕著 な隔差 はないが,菌 体蛋白お よびAは 比 較的低

価で あつ た。 この うち自家製品が全般 に比較的低い価で

あるの は,終 末処理 にお ける凍結乾燥 を単 に減圧下の乾

燥で 処理 し たため,秤 取 にさい しこの よ うな結果 を生ず

る因 をなした もの と思 われ る。

多糖体 の 多いのはA蛋 白,菌 体蛋 白,B蛋 白 な ど

で あ り,PPD-sは 最少で あ るが,こ の量の 多寡 は各

研究 者によって も差 異が大 きく,ま た核酸の量では π,

Aお よびCに 比較 的多かっ た。

b)物 理 的性状

表1各 種 ツベル ク リンの物理化 学的性状
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i.紫 外 線 吸収 曲線

Beckman Spectrophotorneterを 用 い,各 精 製 ツ の

0.5mg/dlあ るい は0.3mg/dl溶 液 の 吸 光 度 を2 ,300A
C

か ら3,300Aの 間について測定 して紫 外線吸収 曲線 を作

製 した(図1)。

図i(イ)紫 外線吸収 曲線

(1)A-Protein

濃度0.3mg/dl

(2)B-Protein

 0.5mg/dl

(3)C-Protein
 0.3mg/dl

(4)PPD-s

予 研 製

0.5mg/dl

図1(ロ)

(5)π

九 大 製

濃度0.3mg/dl

(6)PPD-5

非 加 熱

0.3mg/dl

(7)PPD-s

加 熱 処理

0.3 mg/dl

(8)菌 体 蛋 白

(H37Rv)

0.3mg/dl

一 般 に蛋 白 は2 ,700～～2,900A,核 酸 は2,600Aに

極 大 の 吸 収 が あ る と され て い るが22),図 表 に 示 す ご と

く,C蛋 白 の2,600A,加 熱 処 理 せ るPPD-sお よ

びA蛋 白が2,650A,予 研 製PPD-sは じめ その 他

が2,700Aに 最大 の吸収が あ り,ま た核酸の含度 に応

じSpecific Densityが 高 く,吸 収波長の最高が2,600

Aに 近 よってい るのが うかがわれ る。

図型はおおむね同様の波型がみ られた,ま た波長 の最

高 最低におけ るAbsorption Ratioは おのおのの間 にあ

ま り大 きな違 いを示 さなか つたが,C蛋 白はA蛋 白よ
む

り多少小 であ り,ま た2,500A付 近で は多少高いDen-

sityを 示 してい る。 これ らはSeibertの 記載16)に ほ

ぼ相似 た傾向で ある。

ii.濾紙 電気泳動に よる検討

東 洋濾紙No.52(巾2cm,液 面上有効長29cm)

を用い,水 平法1によ りVeronal緩 衝液(pH8.6μ=

0.1)を 使 用 し,定 電 圧(6V/cm),電 流(ほ ぼ0.15mA/

cm),泳 動 時間16時 間の可及的同一 条 件下 で泳動 した。

染 色にはBrornphenolblueを 用い,光 度計 にて 直接定

量 曲線 を求 め図2を 得た。

大部分の ものが2～3峰 の一 塊の 山を画いたが,加 熱

処理 した ものは しか らざる ものに比 べ この山が原点を遠

ざかって形成 され る傾 向があ る。またC蛋 白は原点で

の吸着 が多いが比較 的純一 な高 い ピー クを画 き,こ の も

の と π とはほ とん ど相似 の図 型を得 た。 菌体蛋 白は 加

熱 処理 したPPD-sな いしはC蛋 白にやや似 た図型

を示す。 なお ツ原液 につ いて もみて みたが原 点での吸着

もはなはだ し く,脈 波 もなだ らかでな く,染 色,透 析,

濃縮 などの過程 を考慮 して もなおあ る程度精製 した もの

で なけれ ば本法では検討 しに くい よ うであ る。

以上物理化 学的性状を 総括 的1にみ ると,PPD-sが

核酸 および多糖体 の含量 も少な く純度 は優れ てい るが,

濾紙電気泳動 によ る蛋 白成分の均一性で はC蛋 白や π

が勝っ ていた。 こ とに核酸の除去 に対 しク ロロフ ォル ム

12)23)やDihydro Streptomycin等 を 使った 研究 もあ

り,処 理後の ツ活 性に も変化 を きた さない模 様であ るの

で,C蛋 白への これ らの応 用に よ りさ らに 純 良な もの

を得 るな らばPPD-sに つ ぎうるものであろ う。

3.動 物 によ る観察

さきに検査 して得 られたN量 を基に して予研製PPD-s

と同N量 当 りの各量 を算 出し,こ れ らを燐酸塩加生理

食塩水 に稀釈 して作つ たツ液の示 したた硬結 の長短2交 直

の径のRatioを 求め表2を 得た。

A蛋 白はStandardと 同程度 あるい はやや強いRatio

を示す,こ とに初期の反応 が 強 く出てい る。B蛋 白は

ほ とん ど同程度の力価 であった。C蛋 白で は全般 にやや

弱 く発現 してい るが,48時 間以後 のRatioは ほぼ 同程

度を示 した。BCGよ り製 したAB混 合物 は やや高
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図2濾 紙電気泳動図

(1)A-Protein

(2)B-Protein

(3)C-Protein

(4)PPD-s

非 加熱

処 理

(5)PPD-s

加 熱

処 理

(6)PPD-s

 B CG株 に よ る

(7)菌 体蛋 白

(8)PPD-s

予 研 製

(9)π

九 大 製

表2動 物による力価試験

予研FPD-sをStandardと しN量 当 り同一濃度 で調べ たRatio

図3動 物 に よ る力 価 の比 較

□24時 間値 第1例 は5γ
■48〃 第2例 は1γ

第3例 は0.2γ
使用のものを示す

いRatioで あ る。

以上 あま り著 しい 強度差 は 示 さなかったが 先人の研

究16)へ18)よ り予測 していた とお りの傾向 を認めた。た

だ し上記の ご とくABC3者 中C蛋 白 は比較的低力

価で あ るので これが 予備的除去 に れはpH4.0に お

け る沈澱 によ り容易 になしえ られ る)に よ りさ らに強力
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な活性 ツをABか らあ るいはAかBよ り得 よ うと

す る企画が 出て くる17)。 しか しなが らツ中のABC3

者の量 的割 合 と操作 の煩雑化 あ るいは使用の量的関係 を

考 えあわせれ ば,実 用化 とい う面で いずれ を とるが利か

十分 な検討 を要す るこ とで あ る。

また 自家製 人型菌PPD-sはStandardよ りはやや

弱力であ るがほぼ同様 の経過 を と り,反 応 の発現様態 は

相似 た ものであつた。 これに対 し熱 処理 を加 えた もので

は初期 同程度 であ るが経 時的にこの平均値 は小 さくなっ

てい る。またBCGよ り得 たPPD-sで は全般 に同

程度 の反応様態 を示すが全体 にやや弱かつた。

π に関しては初期 の 反応様態 は やや弱いが,24時 間

以後 におい ては同様 あるい は 強 く発現 し,か っ 持続す

る。C蛋 白や π の示す この傾向 は精製 ツを旧ツ と比べ

た反応の様相において各種の ものにてみ られた ことであ

るが24)～26),PPD-sと 対比 して もなおかか る傾 向が

認 め られたのは興味深 い。菌体 よ り得た る蛋白ではは じ

め よ り弱 くかっ比 較的早 く減 弱 した。

また海〓 にN量 当量0.2γ/0.1dl宛 接種 したこ皮膚 の

組織 を検す るに,各 反応 と も好 中球,単 核球 な どによ る

細胞浸潤 お よび充血 ないし水腫 な どの炎性滲 出性反応で

あ り,そ れ に上皮の壊死 および変性 を伴っ た もので,各

種 ツの 間に大差 は認 めなかっ た。 しか しA蛋 白では 多

核 白血球 が多少 とも強 く 出てい て 組織障害が やや強い

が,Cで は粒期 よ り単球反応の 性格が強いな ど,前 者

にArthus反 応にやや近 い傾 向が あ るのだにCで はこの

よ うな感が 少 ないの は い ささか 興味が あ るこ とで あっ

た。

5.人 体 におけ るPPD-sお よび πの反応様態

結核予防法 に基づ く検診 を利 用したので,試料 は2,000

倍OTと ほぼ等力価24)27)へ29)と み られ るPPD-s

0.06γ/0.1mlお よび π0.15γ/0.1mlを 使用 した。 また

ツの反覆使用 の影響 を考慮 して上膊 屈側 に接種 した(表

3,図4)。

24時 間後 におけ る陽性率 は発赤10mmを 陽性限界

とす る と,BCG接 種歴 ある ものに っい てPPD-s

53.7%,π72.3%,48時 間 のそれ は おのおの64.1

%,79.8%で 明 らか に 碗 に 陽性率 が 高 く(0.01>

P>0.001),ま た反応 の色調 にお いて も測定 を誤 りやす

いKP反 応 を示す割合が π のほ うに 少ない(0.05

>P>0.02)。 ただ しこれ をBCG歴 な きもので み る

と上記の 傾向は うかがわれ るが,陽 性率,KP出 現率

と もに有意性に乏 しい。 またこ硬結 またたは2K重 発赤 を伴 う

よ うな強反応ではほぼ同様な反応で あつた。すなわ ちほ

とん ど 自然 陽性 者 と み られ るBCG歴 なし群 で は π

とPPD-s間 に反応様態 に差 異はほ とん どない といつ

て よいが,BCG歴 あ り群ではRatioもSign testも

πのほ うが高位であ り,ま た鮮明な反応を示す ものが多

い。 さ らに図5の 反応度 数分布 図よ り,発 赤 によれ ば

πの ほ うが特異 と非特異の区別が明確で ある。

表3人 体 に よ る π とPPD-Sの 比 較

BCG歴 ある ものの24時 間判定 時における陽性率 の比較0.01>P>0.001
〃48〃 〃

BCG歴 ある ものの24時 間判定 時におけるKP反 応 出現率の比較0.05>P>0.02
〃48〃 〃

今 までにPPD-sとOTを 対比 して,陽 性率 には

著差 はないが硬結触知率がPPD-sに はるか に高 く,

またKP反 応の 出現率 も前者に低い ことを認 めた諸

家1)29)～33)の 例 は多いが,PPD-sと πを対比 して

自然陽性者強陽性 者はほぼ同様 であ るがつ上記の ような傾

向 よ りすれば,π はOTよ りみれば さ らに優 れた成績

の ものであ ると老 え られ る。

IV要 約

以上を総 括す る に,R.Koch以 来営 々 と続 け られて

きた ツ活 性因子 の分離 に対す る努力の成果が生んだ,も

っ とも近代 的な精製 ツで あるPPD-sで も,そ の蛋白

成分 はいわれ るご とく必ず し も単一で はな く,か っ その

成分比 も異なつ てお り,し たがつて実用化す る うえ に重
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図4人 体 に よ る π とPPD-sの 比 較

□24時 間値

■48時 間値

図5人 体 に よ る π とPPD-sの 比 較

(a)48時 間発赤硬結度数分布図(BCG接 種歴あるものにつき)

図5(b)24時 間発赤硬結度 数分布図(BCG接 種歴あるものにつき)

要な力価 の一定化 に も問題が あるわ けで,そ の成分の分

離が 目標 となって くる。

今回C蛋 白 とくにその系列 の π の示 してい る 成

分の均 一性,皮 膚 反応 の鮮 明 さ,非 特異性の低 位こな らび

に その反応の持 続性は興味のあ る観 点であ る。 このこ と

はABC3種 の 蛋白成分の うち,C蛋 白はN量 当

りの力価 はABよ り比 較的弱い とされ るが,培 養濾液

中にはABOに 比 しきわめて多量 に存在 し,ま たA画

分は一般 にかな り多量 の多糖体 を含 み これ を除去 す るに

はかな り煩雑 な 手数 を要 す る に反 し,C蛋 白は等 電点

沈澱法で比較的簡単 に精製 され るな ど,C蛋 白のみ を取

り出す よ うな 製法のK研究の展開 は,実 用的 に均一 な 成

分,恒 常 な力価 を得 るためには利 点が ある もの と思考せ

られ る。

V結 論

旧 ツに代わ る精 製 ツの 便用には 重 要な 諸問題 があ る

が,Seibertが そのPPD-s中 よ り分画精製 したたAB

C3種 の精製活 性蛋 白はPPD-sあ るいは その他の精

製 ツの実用化 に方途 を示唆す る ものがあ ろ うか と考 え,

ツ蛋白ABC,PPD-s,π な らびに 菌体蛋白を 自家

精 製 し,予 研 製PPD-sお よび 九大製 π を対照 とし

て比較 検討 した。

1)純 度の優れてい るのはPPD-sで あ り,蛋 白成

分の均 一性ではC蛋 白が優れていたた。またた精製方法は

難易いずれ もほぼ同様であ るが,Cの 分離 は その うち

では比 較的良結果 を得た。

2)動 物 を使用 しての力価試験の成績 よ りみ るに予研

製PPD-sと の比較で はN量 当量使用ではAB蛋

白はほ とん ど等 し く,Cお よび πは初期 にやや弱いが

24時 間以降は ほとん ど相等 し く,か っ この 反応が比較

的長 く持続 したた。

3)人 体 において πの反応 様相 をPPD-sと 対比

す る に,Ratio, Sign testと もに π に高 く,ま たた発赤

の色調 も鮮 明な反応 が多か つた。 ただ し 硬結 や2重 発

赤 を伴 うごとき強反応 では両 者ほ とん ど同様で あつ たた。

4)精 製 ツの使用 にあた り,C蛋 白のみ を取 り出す よ

うな製 法の研究 発展 は,実 用的 に均一 な成分,恒 常 な力

価 を求 め る には便宜が あ るもの と思惟す る。

終 りにのぞみ,御 指導,御 校閲 を賜 わっ た恩師岡 田博

教授 に深甚 な る感謝 の意 を表す るとともに,御 協力 を頂

いた浅野元 康博士,窪 田二郎博士 な らびに教室員各位に

厚 く感謝の意 を表 します。

本論文の要旨は 日本結核 病学 会東 海地方学会第16回

総会お よび第15回 日本公衆 衛生学 会総 会において発表

した。
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