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   In order to obtain the most suitable medium for the mass production of PPDs, M. tuber-

culosis Aoyama B was cultured on 3 kinds of media such as Sauton, modified Sauton and Lind 

b II for 6-8 weeks and 12 lots of PPDs were prepared. The chemical, biological and electropho-

retic analysis were made comparing each other on these different lots of PPDs and further, 

purification of them employing zone electrophoresis was carried out. 
   1) Yield of PPDs : The pH of heated filtrates and yields of PPDs are shown in Table 2. 

The yields from modified Sauton and Lind b II media were about 5 times as much as those 

from Sauton medium. 

   2) Potency of  PPDs  : Potency of each PPDs was compared with that of standard PPDs 

(Yoken No. 15) by the skin test on sensitized guinea pigs. The results revealed that the 

potencies were not the same each other as shown in Ratio (Table  2). Even among the PPDs 

which were prepared from the same media, potencies were inconstant. 

   3) Chemical analysis of PPDs (Table  2)  : PPDs prepared from modified Sauton  medium 

contained larger amount of nitrogen than those from the other two, but some of them were 

hardly soluble. Lot 21 and 26-1 from Sauton and Lot 28-a from Lind b II especially contained 

a lot of sugar, with low percentage of nitrogen. Lot 28-a from Lind b II was fractionated 

twice with 50% saturated ammonium sulfate solution, and was named Lot 28-b. However, 

sugar content was not eliminated and potency was not increased by this fractionation procedure. 

   4) Electrophoresis of Tiselius type : Electrophoretic pattern demonstrated two main peaks 

and a few minor peaks, the one of the main peaks was Peak II which migrated toward anode, 

the other one was Peak I which situated near the starting point. Correlation was observed 

between the potency and electrophoretic pattern showing that the higher the potency, the greater 

was the peak II (Fig. 1,  2). 

   5) Zone electrophoresis : By means of zone electrophoresis using starch cell  (Veronal buffer 

pH 8. 6,  p=0.  05, 300 Volt, 20 hours), PPDs was fractionated into protein and sugar fractions, 

which were equivalent to Peak II and Peak I of electrophoresis of Tiselius type. The results of 

chemical analysis of protein fraction were shown in Table 3 ; by this procedure (zone electro-

phoresis) nitrogen content and potency increased, and sugar content was eliminated in contrast 

to the starting material and their values became almost constant regardless of the difference 

of lots. On the other hand, the tuberculin potency could be hardly demonstrated in any sugar 

fractions.

* From Department of Tuberculosis, National Institute of Health, Kamiosaki  Chojamaru, 

 Shinagawa-ku, Tokyo, Japan.
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ThePeakIIofproteinfractionwhichwasfractionatedbyzoneelectrophoresiswasover70

percentofthetotalamountbymeansofTiseliustypeelectrophoresis(Fig.2,3)・

TheabovementioneddatashowthatLindbII血ediumwasthemostsuitablefor血ass

productionofPPDs,sincebacterialgrowthwasthebestamongthethreemediaandtheyield

ofproteinfractionwasgreaterthanthatofSautonmedium,andthattheelectrophoreslscan

beusednotonlyforpurificationofPPDsbutalsoforcheckingpurity.

緒 言

精製 ツベル ク リン(PPDs)製 造用培地 として,Leng

培 地1),Sauton培 地2)あ るいはDorset培 地3》が広 く用

い られ てい る。培地の種類 と収量お よび力価 との関係を

示 したLind4)の 研究 では,ア スパ ラギンを2倍 に加 え

たSauton変 法培地か らSaut。n培 地の2倍 強 の収量 で

PPDを 得たが,そ の力価はほぼ1/2で あつ た とい う◎

Magnussonら5)は 数種の人型菌 とBCG菌 とを 用 い

●て
,Sautonお よびLindbII培 地における ツベルク リ

ン蛋 白の収量を比較 し,各 菌株 ともLindbII培 地が よ

く,青 山B株 の場合 も,収 量お よび力価はSauten培 地

よ り優れ ていた とい う。われわれの研究室では1955年

以 降,PPDsの 検 討を続 け,収 量が 多 く(11当 り約200

mg),ま た力価 も高 いPPDs(予 研LotNo.15)を 得

てい るこ とか ら6),以 来 もつ ば らSauton培 地 で 得 た

IPPDsの 生物学的活牲 の研究が進め られ てきた。 しか し

最 近になつ てSauton培 地培養濾液か ら得 られ るPPDs

の 収量が非常に少な くなつたので,多 量 にPPDsを 作 り

うる,よ り適 当な培地を選ぶ こ とを 目的 として,Sauton,

LingblIお よびアスパ ラギ ン量 を2倍 としたSauton

変法の諸培地を用いて,数LotのPPDsを 作つた。 こ

れ らの培地のいずれがPPDs製 造に有利 であるかを調べ

る とともに,得 られたPPDsの 化学的 性状 お よび電気泳

動像 と力価 との関係について比較検討 を 加 え,さ らに

Zoneelectrephoresisに よる精製 も行なつたので,そ の

結 果を報告す る。

Table1.CompositionofMedia

C・mp・ ・i・i・nIS　 t・niM◎di戴edS　 t・籍!Li熟dbl・

Asparagine

・Glycero1

・Citricacid

KH2Pq

MgSO4

Ferricammo・

mumcltrate

H20

pH

ア
シ

ヱ

9

m

9

9

9

9

m

4

60

2

0.5

0.5

0.05

*

7.2**

8

60

2

0.5

0.5

0.05

*

7.2**

8

60

0.4

2.22

0.5

0.05

950

6.7

ゆAddeddistilledwaterto斑ake1
,∞Om1

紳Ad5ustedtopH7 。2w三thNaOH

実験材料と方法

1)菌 株:予 研 保存 の標準OT製 造用の人型結核菌青

山B株 。

2)培 地:Table1に 示 した処方 のSauton・Sauton

変法お よびLindbII各 培地。

3)培 養方法:1%小 川培地培養菌 または凍結乾燥菌

(青山B株)を 用い,基 準7)に 示 された方法で,大 量培

養を各培地につ き3な い し5回 行 なつた。培養量は1回

に10な い し100Zず つである。 種培 養1回 に つ き1

Lotと した。

4)PPDsの 精製:Seibertの 方法8)を 基礎 と した硫

安沈殿法に多少の改良を加えて行 なつた◎培 養 終 了 後

100℃,30分 間加熱 し,濾 液 をさ らにザ イツ濾過器で濾

過 して菌体を除 き,つ いで氷室 内で限外濾過法9)に よ り

約1/50量 まで濃縮 し,M/45燐 酸緩衝液で3回 洗海後,

これに等量の硫安飽和溶液(pH7)を 加 えて氷室に一夜

放置 した。 これを遠心 して沈殿 を再 びM/15燐 酸緩衝液

に溶か し,硫 安飽和液の等量 を加 えて精製す るこ とを さ

らに2回 繰 り返 した。硫安 の除去は始め の数Lotに つ い

ては従前の方法に従い,セ ロフ ァン膜透 析を行 なつた。

しか しこの方法では,完 全に脱塩す るまでに10日 ない

し2週 間を要 し,蛋 白変性や雑菌 に よる汚染 が懸念 され

るので,Lot27以 後 は,セ フ ァデ ックスG-50coarse

の カラムを用いて脱塩を行なつたlo)。使 用 したカラムは

長 さ90cm,径3・5cmで,1回 に かけ るPPDs沈 殿

量は10ml容 とした。脱塩 後は再 び 濃縮 し,シ ャンベ

ランL3で 細菌濾過後,凍 結乾燥 して,デ シ ケー ター

中塩化 カル シウム上に保存 した。

5)化 学分析:窒 素量はMicrokjeldah1法,糖 量 は

Anthrone法 で測定 した。

6)Tiselius型 電気泳動11):日 立 製HTBII型 ミク

冒セルを用 い,試 料濃度50mg/mlま た は25mg/mZ,

Veronal緩 衝液(pH8・6,μ=0。05)で ,10mA,15分

間泳動 した。さ らに泳動像を拡大 して焼 付け,各Peak

の部分を切 りとり,そ の重量か らそれぞれ のPeakの 比

率 を求めた◎

7)力 価試験:標 準に は,予 研PPDsNo.15を 用い

た◎ このPPDsは,国 際標準PPDi2》 と等力価であ る。
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Table2.PropertiesofVariousPPDs

Medium

Sauton

MOdified
Sauton

Lindb∬

LotNo.

20

21

26-1

27-1

22

23*

24

26-2*

27-2*

26-3

27-3

28-a

28-b

pHofculture
filtrate

5,0

5.2

5.6

5.4

8.7

8.6

8.6

9.0

9.0

7.0

7.0

5.2

5.2

Dried

bacterial

maSS(9〆1)

5.6

6.6

5.7

7.1

8.1

3.9

8.3

5。9

8.0

12,7

14.5

12.8

12.8

PPDs

Yi・1d(m・/・)1膿 畿y N% Sugar%
asglucose

27.6

32.6

17,0

2.9

1.24

0.82

0.88

0.96

12.53

9.70

8.48

8.83

3.13

21.41

30.72

1.10

157.0

94.8

138.9

81.0

65.3

84.0

159.6

120.3

60.1

0.92

1.08

0.88

0.99

1.08

11.03

10.75

13.35

11.05

12.87

1.07

1.05

0.96

9.93

9.48

7.41

0.92

1.47

0。92

0.41

1.12

1.09

2.71

4.84

34.56

7・・3i 28.74

N:Kje111dab1,smethodSugar:Anthronemethod

.Slightlysoluble轄ComparativeRatiowithYokeロPPDsNo .15

・各試料を燐酸緩衝液 で2μ9/mlの 濃度に 希釈 し,片 岡

の方法1s)で選別 した 感作動物 の皮 内にO・1mlず つ注射

して,24時 間後の硬結 の大きさを測定 した。各 試 料 と

も3匹 または6匹 の動物の反応の平均値を求め,標 準品

に よる反応の大 きさに対す る比(Ratio)を 算出 した。

8)Zoneelectrophoresisセ こ よ る精製=細 井19,片

岡15),根 本16)の報告に基づいて行なつた 。Tiselius型 電

気泳動 の場合 と同一緩衝液 を用い,殿 粉を支持体 として

深さ1cm,幅10cm,長 さ50cmの セルを 用 い,300

Volt,18時 間 な い し20時 間泳動 した 。PPDs使 用量

は1501ngと した 。泳動終了後の セルの上に2cm幅 の

濾紙Stripを あて,こ の濾紙 につい てブPム ・フェノー

ル・ブルーに よる蛋 白の定性を行 なつた。蛋 白のPeakを

中心に殿粉を1cm幅 に切 りとり,N/100NaOH20mlで

抽 出 し,そ の抽出液について蛋 白お よび糖 を測定 して2

コのPeakを 分離 し,こ れ ら抽出液 を限外濾過法 で濃縮

し,セ ロファン膜透析で塩類 を除 き,凍 結乾燥 したb・

実 験 成 績

1。 各 培 地 か ら得 たPPDsの 諸 性 状

1)培 養 濾 液 のpHと 菌 の発 育 の状 態=殺 菌 後 の 培 養

・濾 液 のpHは,Sauton培 地5・0～5・6,Sauton変 法 培

地8.6～9.o,LindbII培 地5・2～7・oで あつ た 。 菌 収

量 はSautonお よびLindbIIで は各Lotと も 一 定 し

て いた が,Sauton変 法 培 地 で は 発 育 の 状 態 が ま ち まち

で あ り,LindbII培 地 の 発 育 が 最 も 良 好 で あ つた 。

〈Table2)

2)PPDsの 収 量=培 地ll当 り のPPDs収 量 は,

そ れ ぞ れSauton培 地 約3～33mg,Sauton変 法培 地

約65～157mg,LindbII培 地 約84～160mgで,

Sauton培 地 のPPDs収 量 は 常 に 少 な か つ た 。Sauton

変 法 お よびLindbII培 地 のPPDs収 量 は,Sauton培

地 の約5倍 で あ つ た 。

3)PPDsの 力 価:各PPDsの 力 価 は,標 準PPDs

に よる反 応 値 を1と した 場 合 のRatio値 で 示 す と,そ

Fig.1.

LotNo.

20

21

22

23

24

27-2

26-3

27-3

28-a

28-b

ElectrophoreticPatternsofVarious

PPDs(Tiselius)

******

ConditionofelectroPhoresis

μ=O.0510mA,

mg/ml

・Peak -1帥Peak-II

　
Asce・di・gDes・endi・g

=VeronalbufferpH8.6,

15min.,concentrationofsample50
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れ そ れSauton培 地0.82～1.24,Sauton変 法 培 地0.88

～1・08 ,LindbII培 地0.96～1。07で あ つ た 。 この よ

うに 同種 培 地 か ら得 たPPDsで さ え も,Lotが 異 な る

とそ の 力 価 は 一 定 してい なか つ た 。(Table2)

4)PPDsの 窒 素 量 と糖 量:窒 素 量 は,Sauton培 地

で は8.48～12.53%,Sauton変 法培 地10.75～13.35%,

LindbII培 地7.41～9.93%で,Sauton変 法 培 地PPDs

が 比 較 的 高 か つた 。 また 糖 量 は グル コ ーズ と して 換 算

し,Sauton培 地1.10～30.72%,Sauten変 法 培 地0・41

～1・47% ,LindbII培 地2.71～34.56%で,Sauton

培 地 の2Lotと,LindbII培 地 の1Letは,と くに 糖

量 が 高 か つ た ◎(Table2)

5)PPDsの 溶 解 性:緩 衝 液 に 対 す る溶 解 性 は,Lind

bIIお よびSauton培 地PPDsは 易 溶 で あ つ た が,

Fig.2。CorrelationbetweenPotencyandPeak-II

inElectrophoreticPattern
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Sauton変 法 培 地PPDsの なか に は 溶 解 に 時 間 を 要 す る

Lotが あ つ た 。

6)Tiselius型 電 気 泳 動像:Fig・1に 示 す ご と く・

各PPDsと も共 通 して 陽 極 へ ほ ぼ 同 じ距 離 に 移 動 す る

主成 分PeakIIと,原 点 付 近 に と ど ま るPeakIと を含

み,他 に2な い し4コ の 小 さ なPeakを もつ てい た 。

PeakIIの 量 が 全 体 の50%以 上 を 示 す もの は,Lot20・

23,27-2,26-3,27-3で,い ず れ もRatio値(力 価)

が1.00以 上 で あ つた 。 これ に 対 しPeakIIの 量 が40

%以 下 で,移 動 距 離 の 異 な るPeakの 混 在 の 多 いLot

21,22,24,28-aは,力 価 が 低 か つ た ◎(Fig・1,2)

7)硫 安 に よる再 沈 殿:糖 量 が30%以 上 あつ たLot

28-aを 用 い て硫 安 沈 殿 を さ らに2回 繰 り返 し行 なつ て,

糖 成 分 の 除 去 を試 みLot28-bを 得 た 。しか し収 量 が112

に 減 り,糖 量 が6%減 じた の み で,窒 素 量 お

よび 力価 に は ほ とん ど差 が 認 め られ ず,ま た

電 気 泳 動像 に お い て も ほ とん ど 差 が な か つ

口 た 。(Table2,Fig・1)

皿.Zoneelectropheresisに よ る精 製

と当41各PPDsの 諸性状を検 討 した 結果,必 ず

しも一定 の分析値,電 気泳動像お よび力価を

「

34.

一
1一

口

51015

示 さ なか つ た の で,さ らに 殿 粉 を 支 持 体 と し

たZoneelectrophoresisに よる 精 製 を 行 な

つ た(た だ し,Lot264,27-1,26-2は 試

料 不 足 のた め 行 なわ な か つ た)。 な お 泳 動 終

了 後 の濾 紙Strip上 の プ ロ ム ・フ ェ ノ ール ・

ブ ル ー,F◎linお よびAnthroneの 測 定 値 に

従 つ て,陽 極 側 へ3～7cm移 動 した 分 画 を

蛋 白分 画 と名 づ け,原 点 か ら陰 極 へ2cmま

で の分 画 を 糖 分 画 と名 づ け た ◎

1)収 量:糖 分 画 は 各 試 料 と も凍 結 乾 燥 の

さ い,飛 散 に よつ て 収 量 の 比 較 は 困 難 で あ つ

た 。 蛋 白分 画 の 収 量 が40%以 上 の もの は,

Lot20,23,27-2,26-3 ,27-3で あ つ て,

いず れ もTiselius型 電 気 泳 動燥 の 成 績 と よ

Table3.PropertiesofProtein&CarbohydrateFraction

Preteinfraction

L◎tNqYield%1Tot躍eldぞ 趨 εy N%1Suga・%

《U

1

9
U

9
召

22

23

24

27-2

26-3

27-3

23-a

44.7

9.7

14.8

52.9

15.5

52。1

47.7

41.8

16.3

12.3

3.2

23。2

50。1

21.5

34.0

40.1

66.7

20.2

1.16

1.14

O.95

1.16

0.99

1。18

1.14

1.12

1.05

13、16

12.50

12.58

13.98

13。57

15.38

13.57

15.29

12.34

1。80

3.50

3.27

1.50

1。94

1.21

2。15

2.42

6.92

Carbohydratefraction

Potency
(Ratio) N% lSugar%
1.03

0.83

O.56

0.93

0.74

0.93

1.00

0.93

0.74

4.94

1.85

1.94

2.53

7.84

5。10

2.30

14.38

46.31

5.00

8.13

4。06

16.88

23.75

63.13

87.50
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く一 致 した 。 そ の 他 の4Lotは 約10～16%で あつ た 。

<Table3,Fig.2)

2)両 分 画 の 分 析 値=糖 分 画 に お け る 糖量 は 約4～88

%で あ つ た。 そ の うちSauton培 地 とLindbll培 地

の も ので は糖 量 が 多か つ た 。 窒 素 量 は い ず れ も少 な く8

.%以 下 で あ つ た 。蛋 白分 画 は 泳 動 前 に 比 し糖 量 が 減 少

し,約1～7%を 示 し,こ れ に反 し窒 素 量 は増 加 し約12

～15%と な つ た 。(Table3,Fig・2)

3)両 分 画 の 力 価:糖 分 画 ではLot20お よ び26-3

以 外 はい ず れ も蛋 白分 画 に比 して 力価 が 低 か つ た 。 蛋 白

分 画 では い ず れ も泳 動 前 に 比 し力価 は高 くなつ た 。 こ と

に分 画前 のRatioが0・82～0・92以 下 で あ?たLot21,

22,24で は,そ の 値 が0・95か ら1・14ま で 上 昇 した 。

また 各LotのRatio値 が近 似 してい た 。(Table3)

4)蛋 白分 画 のTiselius型 電 気 泳 動 像=力 価 の 一 定

に なつ た3Lot(20,27-2,27-3)の 蛋 白分 画 に つ い て

Tiselius型 電 気 泳 動 像 を 比較 した 。泳 動 前 よ りいず れ も

糖 分 画PeakIが 小 さ くな り,混 在 して いた 移 動 距 離 の

異 な るPeakは 消 失 してい た 。 蛋 白 分 画PeakIIは 少 な

くとも3コ のPeakか ら成 つ て い る こ とが認 め られ た 。

またPeakIIは い ず れ も70%以 上 の 大 き さで あ つた 。

くFig.2,3)

考 察

人型 結 核 菌青 山B株 をSauton,Sauton変 法 お よび

LindbII培 地 を 用 い て,6な い し8週 培養 し てPPDs

を 得た 。Sauton培 地 で は 常 にpHは 酸 性 でPPDs収 量

が 低 く,Sauton変 法 で はpHが ア ル カ リ性,ま たLind

bII培 地 で は 中 性 も し くは 酸性 で あつ て,両 者 ともPPDs

収量 はSauton培 地 の 数倍 で あつ た 。 この 点 はLind'),

Magnussonら5》 の成 績 と一 致 す る。浅 見 ら17)に よれ ば

』司一一Sauton培 地 の 終 末pH6.0と8.0の2種 のOTか

ら得たPPDの 収 量 は,1:17で あつ た とい う。これ らの

結 果か ら培 養 終 末pHが 中性 ま たは ア ル カ リ性 とな る も

の は,酸 性 の もの に比 して収 量 が多 い とい え よ う。 同 一

Lotの 培 養 濾 液 か らTA2,AzoT,PPDs,π の4種 の 精

Fig.3.ElectrophoreticPatterns
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製 ッベル ク リンを製造 した ツベルク リン製法 協議会の実

験18)では,PPDsが 比較 的均一 な成績 を与 えた。 しか し

PPDsの みにつ いて検討 した本実験成績では,い ずれの

培地を用いて もLotを 異にすれば一定力価のPPDsを

得 るこ とがで きず,予 研標準PPDsに 対す るRatio値

でO・82か ら1.24と い う値のひ らきを示 した。 この値

を相対力価に換算す る と標準に対 し0・4～3・5倍 の強さ

の ひ らきを もつ ことになる。 これは培養の都度濾 液中に

含 まれ る物質の成分比が異なつてい るためであろ う。

Sauton変 法培地PPDsは,い ずれ も糖含量が少な く,

窒素量が11な い し13%で 他の培地か らの ものに比 して

均 一の ようであつたが,そ れ らの力価にはひ らきがあつ

た。Sautonお よびLindbII培 地 か らは,Sauton変

法培地 より一般 に糖含量の多 いPPDsを 得 た。 ことに

Lot21,26-1(Sauton)お よび28-a(LindbII)は 糖

含量が 高 く,し たがつ て窒素量はZ5な い し10%の 値

しか示 さなかつ た。この糖量 の多いPPDsに ついて硫安

半飽和 沈殿法 を繰 り返 したが,糖 含量は さほ ど減ず るこ

とな く,ま た 力価を高 くす ることもで きなかつた。(Lot

28-b)

上述の よ うに本実験で得たPPDsは,そ の力価お よび

化学分析値において均 一ではなかつ たので,そ れ らの

Tiselius型 電気泳動像 と力価 との関 係につ いて検討を行

なつた。各PPDsと も陽極 方向へ近似 の移 動距離 をもつ

PeakIIと 原点 付近に残 るPeakIと を含み,そ の ほか

に2な い し4コ の小 さなPeakが み られ た。力価 の強 い

PPDsほ どPeakIIの 量が多 く,ま た力価の弱いPPDs

では移動距離の異な るPeakの 数 が 多 く,原 点 付近 の

PeakIの 量が多かつた。 これ はPeakIIが ッベ ルク リ

ン活性に関与す る主な成分である ことを示 してい る。 し

たがつ てTiselius型 電気泳動像の 検 討は,PPDsの 純

度 の検定に利用 し うるかも しれない。

以上 のごと くPPDsが 電気泳動 的に異 なるい くつか の

成分を含 んでいたので,ZoneelectroPhoresisに よる精

製 を試 みた。泳 動 終了後,濾 紙Strip上 の プ ロム ・フ

ェノール ・ブルーに よる発 色 お よびN/loONaOH抽 出

液 のFolinとAnthrone試 薬を 用 い た 測定値 か ら,

Tiselius型 電気泳動像で原点付近のPeakIは 糖分画で

あ り,PeakIIは 蛋 白分画であるこ とが確 かめ られた 。

これ らのPeakを 蛋 白お よび糖分 画 として分離 した。各

Lotか ら得た糖分画はいずれ も糖含量が多 く,ツ ベル ク

リン活性は2Lotを 除い てきわめて低かつた。例外の2

Lotは 蛋 白分画 の量が多 く,Peakが 重なつた 結果,力

価が1.0近 くに なつたのであろ う。蛋白分画 は 泳動前

に比 べて窒素量は もちろ ん増加 し,糖 量 は 減 少 してい

た。力価は どの培地か ら得 られた蛋 白分画 も,そ れぞれ

一定 の値に近づ き,標 準に対 して平均1・8倍 の強 さであ

つた。蛋白分画の収量はTiselius型 電気泳動像 に示 さ
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れた傾向 と同様の比率で得 られた。 この収量 の測定値 は

濃縮過程中の濾過膜への付着や凍結乾燥のさいの飛散 に

よつて,実 際のPPDs中 の蛋白分画量 よ り小 さい値 を示

してい ると思われ る。試料を多量にあつか うときには,

よ り好収量で得 ることがで きるだろ う。 さらに蛋 白分画

の電気泳動像について検討 した結果,少 な くとも3種 の

蛋 白よ り成つてい ることが認め られた。 これ はいわ ゆる

Seibertig)神 中2。)らのA,Bお よびC蛋 白に相当す るも

の と思われ る。またPPDs中 に混在 していた糖分画Peak

量の比率は,ず つ と少な くなつていた。ゆえに泳動条件

を変 えることで糖分画の除去 も可能であろ う。溶解性 の

悪いPPDs(Lot23,26-2,27-2)の 蛋白分画は,こ の

操作に よ りいずれ も緩衝液に易溶 となつた。これ らの結

果か らみ ると,加 熱濾液か ら得たPPDsがZoneele-

ctrophoresisに よ りさ らに精製 された とい えよ う。

Affronti21)ら は、Polyacrylamidege1を 用 い たdisc

electrophoresisで ツベル ク リン蛋 白 の分離を 行ない,

Micro-scaleで 成功 している。われわれは,今 回殿粉を

支持体 として電気 泳動を行 なつたが,適 当な支持体お よ

び装置を使 用 した電気泳動法をPPDsの 精製に利用す れ

ば現在 よ り容易で,し か も純度 の高い ツベル ク リンを得

る ことができるだろ う。

以 上,い ずれ の培地か らのPPDsも,1◎tご とに異 な

る分析値 をもつ てお り,こ れはPPDs中 の蛋白分画量に

左右 され てい ることが分 かつた。Zoneelectr◎phoresis

の使用 によ り,PPDsか ら一定の分析値に近づ いた蛋 白

分画 を得た 。PPDs製 造用培地には,こ の蛋 白分画総量

の多いLindbII培 地が適 している と思 う。

結 言

精製 ツベル ク リンの製造用培 地を 検討 す るためSau・

ton,Sauton変 法お よびLindbIIの3種 の培地を用い

て12LotのPPDsを 作つた◎その収量,力 価 窒素お

よび糖量の分析,Tiselius電 気泳動豫 につい て 検 討 し

た。 さ らに殿粉を 支持体 と し たZoneelectrePhoresis

で,こ れ らPPDsの 精製 を行 なつた。

1)PPDsの 収量が多 く,力 価の比較的高 か つ た の

は,LindbII培 地であつた。Sauton変 法培地 ではPPDs

の収量は多 いが,Lotに よつて力価に著 しい変動がみ ら

れ,Sauten培 地では収量は常 に少 な く,そ の 力価 もま

ち まちであつた◎

2)Tiselius電 気泳動像 による と,PPDsは いずれ も

陽極に向かつて近似の移動距離を もつ蛋 白のPeakと,

原点付近に とどまる糖のPeakと を もつていた。 この蛋

白Peak量 の多いPPDsは 力価が高 く,少 な い ものは

力価が 低い とい う電気泳動像 と力価 との間に相関関係が

結 核 第41巻 第4号

み られた。

3)Zoneelectrophoresisで,主 成分の蛋 白分画 か ら

糖お よびその他の混在物質 を分離 した。か くして精製 さ

れた蛋白分画は,い ずれ の培地か ら得 られた ものに つい

て も,す べて窒素量が 多 く,力 価は高 く,糖 量 が 減 じ

て,そ れぞれの値は比較的均一であつた。

以上の成績か らPPDs製 造用培地 としては菌の発育が

最 もよく,蛋 白分画総量 の多いLindbII培 地 がPPDs

製 造用の培地 として適 当 と思われ る。 また電気泳動法は

PPDsの 精製ばか りでな く,純 度の検討に も利用す るこ

とができよ う。

終 りに ご校閲いただいた室橋部長な らびに電気泳動に

ついてご助言をいただいた一般検定部上野技 官に感謝い

た します。
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