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   In this report the activity of tuberculin active peptide (TAP) and its derivatives and their 

stability against papain digestion were tested. The object of this experiment was to obtain a 

more potent or more stable derivative against proteinase than TAP. 

   TAP coupled with diazotized sulfanylic acid or diazotized o-aminophenol and  acetylateci 

TAP were less active than TAP, but the activity of methylated or ethylated TAP was almost 

the same as TAP. 

   After papain digestion for 1 hour, the activity of acetylated TAP and TAP coupled with 

bis-diazotized benzidine did not reduce, but it reduced slightly in the case of TAP  coupled 

with o-aminophenol and markedly in the case of TAP and TAP coupled with sulfanylic acid.

緒 言

さきに著老らは同一局所に反復施行せるさいの旧ツベ

ルクリン(OT)と ツベルクリン活性ペプチ ド(TAP)の

比較について報告したが3>,今 回はTAPな らびにその

各種誘導体の皮内反応活性の比較,お よびpapain消 化

の影響についての比較検討に関する成績を報告する。

実験材料および方法

OTは 標準OTの2,000倍 溶液0.1mlを 使用 した。

TAPお よびその各種誘導体 は阪大医学部癌研究施設に

おいて,著 者らが精製1)な らびに合成せるものを使用し

た 。

TAPcoupledwithbis-diazotizedbenzidine(BDB--

TAP)は 次 の ご と くに して 合 成 した ◎ す なわ ち ベ ン チ ジ ・・

ン36・8mg(0・2mM)をN/10塩 酸12mlに 溶 解 し,

これ にM/5亜 硝 酸 ソー ダ1・5mlを 氷 冷 下 で 撹 拝 しな

が ら滴 下 し,10分 後 こ の溶 液10mlをTAP500mgの ・

水 溶 液15mlに 氷 冷 しつ つ 加 え,5分 間 さ らに 撹 搾 を 一

続 け た◎ こ の溶 液 を5%炭 酸 ソ ー ダ でpH7.4と し,

一 夜 氷室 に放 置 後 ,N/loo塩 酸 に 対 して 透 析 し,透 析 内3

液 を凍 結 乾 燥 してBDB-TAPを 得 た 。 透 析 操 作 に よ り

未 変 化 のTAPは 外 液 に 出 て除 か れ る。

TAPcoupledwithdiazotizedsulfanylicacid(S一
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TAP)お よ びTAPcoupledwith

diazotizedo-aminophenol(OA-TAP)

・は いず れ も前 述 のBDB-TAPと 同

様 な方 法 で合 成 した が,こ れ らの さ

}V・に は02mMベ ンチ ジ ン の か わ

りに,そ れ ぞれ0.4mMの ズ ル フ

フ ニ ー ル酸,お よび オ ル トア ミノ フ

ェ ノー ル を使 用 した 。

ア セ チ ル化TAPの 合 成 法 は 次 の

とお りで あ る。TAPIOOmgを10

mnlの 蒸 留 水 に 溶 解 し,飽 和 酷 酸 ソ

■・-pt"1mZ ,さ らに 無 水 酷 酸 ソ ー ダ

ユmlを0。Cで 加 え て1時 間 撹 拝 し,
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この反応液に蒸留水80mlを 加えた後,飽 和 ピクリン

酸 溶液100mlを 加 えてピクリン酸塩として沈 澱 せ し

め,以 後常法のごとくに脱ピクリン酸を行ないアセチル

TAPを 得た2)。

メチル化TAPお よびエチル化TAPの 合成法 は次

・の ごとくである。TAPloomgにNllo酷 酸 メチルま

・たは酷酸エチル100mgを 加え
,4℃ で24時 間撹#し,

一その後蒸留水100ml,飽 和 ピクリン酸100mlを 加 え

て ピクリン酸塩をえ,以 後常法のごとく脱 ピクリン酸操

作 を行なつた。

これ ら誘導体の対照として用いたTAPは,同 一ロヅ

切
①
鴇

9
}
o

葛

の
銭
5
Z

Table1.ComparisonofTAPandS-TAP
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トのもので無処理のものを用いた。

TAPお よびその誘導体のpapain処 理 は次のごとく

に行なつた。すなわち1mg/mlの 割 に蒸留水に溶解 し

たものに,そ の1/100の 割合にpapainを 加 え,さ ら

にEDTA一 チスティンを添加,燐 酸緩衝液でpH7に 調

整,papainを 活性化 した後,そ れぞれ1時 間,2時

間,3時 間37℃ にて反応せしめ,生 理的食塩水で2.5

mcg/mZに 希釈 し,そ の0.1mlを 皮 内接種 した。対照

として,papainを 加えなかつたほかは全 く同一の処理

を行なつたTAPま たはその誘導体を用いた。

被験対象は精神病院に入院中の患者で,長 期にわたつ

てツベルクリン反応を実施 していないものを選び,し か

もツベルクリン反応に影響を与えると思われる薬剤投与

中のものは除外した。

実施局所は前騰の上1/3の 掌面 とし,左 右の前騰に交

互に薬剤をかえて接種し,左 右による誤差をなくするこ

とにつとめた。

判定は接種48時 間後における発赤を測定 し,そ の長

径と短径の平均値をもつて表わ した。
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1.ツ ベルクリン活性の比較

1)TAPとS-・TAPと の比較

33例 について比較 した成績を表1に 示 した。発 赤 の

平均値 はTAP2.5mc9/mZ,o・1mlに 対 し,S-TAP

2・5mcg/mZ,o.1mlの ほ うがやや弱いことが 認められ

た。

2)TAPと アセチル 化TAP,OA-TAP,メ チル化

TAPお よびエチル化TAPと の比較

各誘導体 とも接種量 は2.5mcg/ml,O.1mlで あ る

が,表2の ごとくTAPの 発赤径と比較して,メ チル化

TAP,エ チル化TAPが それぞれ相応する力価を示 した

のに対し,そ の他の誘導体はいずれもTAPよ り低い力

価を示 した。

H.Papain消 化の影響
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BDB-TAP,S-TAP,ア セチル化TAPの それぞ れ に

papainを1時 間,2時 間,3時 間 ずつ 作用せしめ,お

のおののpapain消 化物のツベルクリン活性を比較 した

が,1時 間消化の場合にはBDB--TAP,ア セチル化TAP

はほ とんど活性の低下を認めないのに 対 し,OA-TAP

拡軽度の活性の低下を示し,TAPお よびS-TAPは 著

明な活性低下を示 した◎

2時 間以上papainを 作用せ しめた場合には,い ずれ

も著明な活性の低下が認め られた◎

総括ならびに考案

以上TAPお よびこれから合成 した各種誘導体のツベ

ルクリン活性を比較検討し,さ らにpapain処 理に対す

るこれらTAPお よびその誘導体の抵抗力について検討

な加えたが,既 報のごとく3),TAP2.5mcg/ml,o.1ml

lt2,000倍OTO.1mlと 比較 した場合,メ チル化TAP

およびエチル化TAPは ほぼTAPと 同程度 の ツベル

クリン力価を示 したが,S・-TAP,ア セチル化TAP,OA

-TAPは それぞれTAPよ り力価の低下 していること

を認めた◎

TAPi)はPPDと ほぼ等力価であることが報告されて

いるが,と きとしてTAPの ほ うが弱い力価を示す こと

がある。このようにTAPの 力価の低いことが あ る の

は,す でに岡田2>ら がTAPはpepsinに よつてツベル

クリン活性の急激な低下を認めているように,TAPが
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低分子のため,接 種された皮内の局所で酵素による分解

を受けやすいためではないかとも考えられる。そこで著

者らは各種のTAP誘 導体を合成 し,papaiRに よる分

解に対する抵抗の増強を検 してみた。 そ の結 果BDB-

TAP,ア セ チル化TAPの みが,TAPに 比 しpapain

消化に抵抗することを認めた。

かかるTAP誘 導体の実用化については,な お今後の

検討を必要とすると考えられる。

結 論

TAPお よび各種誘導体の ツベルクリン力価について

検討 し,さ らにこれらのpapain消 化 に対する抵抗性に

ついて検討を加えた。
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