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人型結核菌と牛型結核菌培養濾液における蛋白質の比較
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A COMPARISON OF PROTEINS IN MYCOBACTERIAL 

           CULTURE FILTRATES*
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   With the ultimate purpose to find species-specific antigens of mycobacteria, particularly of 

M. tuberculosis and of M. bovis, a preliminary experiment was carried out to analyse proteins 

contained in Sauton culture filtrate. Our question to this problem was raised in such a way, 
 "Are there any proteins different in serological  specificity  ? And

, if any, what part is 
responsible for species-specificity ?" 

   Strains of mycobacteria tested were 3 of M. tuberculosis (H37Rv, H37Ra and  Aoyama-B), 

and 3 of M. bovis (BCG,  Ushi-10 and  Ravenel). These strains were grown on Sauton  medium 

at  37°C for 4 to  9.5 weeks. After termination of the cultivation, the bacilli were filtered off 

through usual absorbent filter paper and then through a Seitz's filter without previous heating 

of the culture. The filtrate was condensed by ultrafiltration with nitrocellulose membrane, and 

the condensed material was dialyzed and lyophilized. 

   The dialyzed material designated as MT (abbreviation of macromolecule of tuberculin) was 

used for fractionation thereafter. 

   DEAE cellulose column chromatography 

   DEAE cellulose (Serva,  0.7 meq/g or  0.76 meq/g) was equilibrated with  0.002 M phosphate 

buffer (pH 8), or 0.02 M tris-HC1 buffer (pH 8). After loading of the sample, and washing 

with the starting buffer, the convex gradient or the linear gradient was produced to  0.2 M 

 NaCl with the phosphate or  tri-HC1 buffer  (pH  8). 

   Protein content was determined by modification of Folin's method, and sugar by anthron 

method. 

   To check mutual influence of MT components, chromatographic analysis of Aoyama-B and 

BCG-MT subfractions by ammonium sulfate fractionation was simultaneously carried out. 

   In M. tuberculosis-MT, 5 peaks of protein were recognized (Fig. 4). 

   1) a large quantity of unabsorbed protein. 2) a sharp peak in the beginning of the gra-

dient :  Pt-1 (abbreviation of  protein-1 of M.  tuberc.). 3) a distinguished peak in young culture 

only, but hardly recognizable at  9.5  weeks  : Pt-2. 4) a main peak in all culture age : Pt-

3. 5) a peak eluted by 0.5 M  NaOH. 

   In M. bovis-MT, 2 or 3 peaks of protein were prominent (Fig. 5). 

 1) The unabsorbed protein was almost negligible. 2) Most of MT protein was eluted on 

one peak :  Pb-1 (abbreviation of  Protein-1 of M. bovis). 3) Pb-2 in the shoulder of  Pb-1.

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

 Shinagawa-ku, Tokyo, Japan.



130
結 核 第42巻 第4号

4)apeakelutedaboveO・1MNaClconcentrati0nwhich伽ctuatedquantitativelyineachstrain・

5)asmallpeakelutedbyO.5MNaOH.

Inthesecases,eachmainpeakwasnotin伽encedpracticallybythecoexistingmaterials,

andPt-1andPb-1wereheterogenousbytheammoniumsulfatefractionation.Inferingfrom

theliteratures,Pレ3peakmaycorrespondtounheatedPPDsandcontainmostofαantigenby

Yoneda'sdesignation.

Althoughtheabovefractionationwasasyetdividedphenomenologically,the"prototype"

efM.tuberculosis,ifthistermisallowedtousetentatively,seemedtobecharacterizedby

thepresenceofPt4～Pt-3peaksinM.tuberculosls.InM.bovis,Pb-1andPb-2peaksmay

bespecific,butamorequalitativeexaminationwouldbeneededtoco面rmthispattemas

prototypeofM.bovis.

結核菌培養濾液を用いて,種 特異性を決定しようとす

る試みは古 くより行なわ れ て きた｡し かし 「ナイアシ

ン」テス トのような化学的同定法の成功に反し,血 清学

的な方法は病勢診断に力がおかれ,菌 の同定に関 しては

糖にgenus特 異性のあること1)が 推測 されている程度

である｡

最近米田ら2)が人型結核菌H37Rvの 非加熱培養濾液

から,α とβの2つ の蛋白抗原を単離 し血清学的分類を

試みているが,そ の点で注目に値する｡特 異性抗原を取

り出す ことは,菌 の同定に役立つのみな らず,免 疫機構

を明らかにするうえでも重要な問題であると思われる｡

本実験においては特異的な人型結核菌と牛型結核菌の

抗原を得る前段階として,培 養濾液の蛋白分画に相違が

みられ るか,み られるとすればどの点であるかを,DEAE

cellulesecolumnchromatographyの 溶出曲線 の パタ

ーンの比較により検討 したので,そ の成績を報告する｡

1)

る0

1.

実験材料および方法

使用菌株:実 験に用いた菌株は下記の計6株 であ

M.tuberculosis

①H37Rv

②H37Ra

③AoyamaB

2)培 養 条 件

2.M.bovis

①BCG

②Ravene1

③Ushi10

1%小 川培地上 の上記保存菌株 を それぞれ 「ソー ト

ン」培地に2継 代し,そ の菌膜をいずれ も大量(5～10

1)の 「ソー トン」培地に接種した｡37℃ で4～9.5週

培 養 した後,培 養液を下記の方法に従つて処理した｡

3)試 料 の作製

1.MT分 画

上記培養液を非加熱のまま,い つたん濾紙で濾過 し,

さ らに東洋濾紙No・85を 付けた 「ザイツ」型濾過器を

用いて濾過 した｡つ いでこの濾液を3℃ のもとにニ トロ

セルPt-一ゼ膜により限外濃縮を行なつた｡容 量 が1/20

以下になつたときにセ揖ファンチューブを用い,蒸 留水

あるいは0・002～0・02M燐 酸緩衝液(pH8)に 対 して,

0℃ で1～2日 間透析を行なつた｡こ のように透析によ

り低分子部分を除いた培養濾液をMT(macremolecule

oftuberculin)と 名づける｡

2・MT硫 安分画1(MT--1)

MT溶 液に等量の飽和硫安溶液(pH7)を 加 えて,一

晩放置後遠心し,得 られた沈渣を上記 と同様 に透 析 し

た｡

3・MT硫 安分画2(MT--2)

MT-1を 遠心沈殿して得た上清に,飽 和量になるよう

に固体硫安を加え,遠 心後沈渣を同じく透析した｡こ れ

をMT-2と す る｡

4・MT硫 安分画3(MT-3)

MT-2を 遠心沈殿 して得た上清を,濃 縮,透 析した｡

これをMT-3と す る｡

5・MT硫 安分画(2+3) ,(MT(2十3))

MT-1を 遠心分離 したさいの上清をさらに分画するこ

となく,透 析 し得 られ た分画 をMT(2十3)と 名 づ け

Fig.1.PreparationofMTa捻dMT-Subfraction
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Fig、2. ElutionDiagramofM,tuberculosisa薮dM.bovis-MT

onDEAECellulose
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以上 の試 料 調 製 過 程 をFig.1に 示 した｡

4)分 析 法

1.DEAEcellulosecolumnchromatography

DEAEセ ル ロ ーゼ(Serva,O.7meq/9あ る い は0 .76

meq/9)59をO・Oe2M燐 酸 緩 衝 液(pH8)で 平 衡 化

した 後,内 径16mmの カ ラ ムに 填 め,0.002M燐 酸 緩

衝 液(pH8)800mlを 低 緩 衝 液 と し,0.5MNaC1加

燐 酸 緩 衝 液(pH7・5)を 高 緩 衝 液 と して,convex型 の

溶 出を 行 な つ た｡実 験 に よつ て は02MNaC1加 燐 酸

緩 衝 液(pH7・5)を 高 緩 衝 液 と した｡ま た 後 には1%グ

リセ リンを 含 むo・02MTris-HCI緩 衝 液(pH8)と こ

れ にO・2MNaC1を 加 え た2緩 衝 液 を 用 い て 直 線 溶 出

を 行 な つ た｡い ず れ の場 合 も,最 後 の 難 溶 出 部 はO.5

MNaOHを 用 い て 溶 出 させ た｡

2.定 量 法

蛋 白 質 の 定量 はFolin-Ciocartau変 法3)に よ り,牛

血 清 アル ブ ミ ン(Armour製)を 標 準 物 質 と して行 な つ

た｡糖 は グル コ ース を 標 準 物 質 と してAnthren法4)に

よ り,Coleman-junior型 分 光器 を 用 い て測 定 した｡

成 績

MTは 培養濾液の高分子部分を取 り出したものである

から,蛋 白,糖,脂 質等の混合物であるが,以 下 に は

MT中 の蛋白についてのみ述べる｡

1)人 型結核菌のMT蛋 白

人型結核菌青山B株 のMT蛋 白はFig.2aに 示 し

たごとく,大 量の蛋白質がそのまま素 通 りし,DEAE

celluloseに 吸着されないことを示している(Sの 左の部

分)｡ま たcelluloseに 吸着された蛋白の大部分は0.2M

以下のNaC1濃 度 で溶出されるが,一 部は温和 なi操作

で溶出されなかつた｡こ の溶出曲線から青山B株 のMT
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蛋白はだいたい次のような構成か らなることが考えられ

る｡

ー

ワ
μ

3

4

celluloseに 吸着 され ず 素 通 りして 出 て くる 部 分

糖 の直 後 に 低 塩 類 濃 度 で 溶 出 され る鋭 い 峰:Pt1

(PrcteinlofMtuberc.の 略)

溶 出 部 の 主 部 を 占 め る 部 分:Pt3

0・5MNaOHで 溶 出 され る 難溶 出 部(図 示 し て

な い)

の4分 画に分かれる｡人 型 結核菌H37RvのMT蛋 白

(Fig・2b)に おいてもこの型はほぼ同じで,前 述のFig.

2aがconvex型 溶出によつたのに対し,Fig.2bは 濃

度勾配をゆるやかにし直線型溶出によつているが,主 峰

に当たるPt3が さ らにはつきり現 われているように思

われる｡以 上の成績か ら人型結核菌 より得たMTの 蛋

白溶出部には,少 なくとも2つ の明瞭な分画Pt1とPt

3が 存在すると結論できよう｡

2)牛 型結核菌のMT蛋 白

牛型結核菌BCGのMT蛋 白(Fig.2c)で は,人 型}

結核菌の場合に比較して,か な り簡単な溶出曲線が得 ら

れ,次 のような構成を示している｡す なわち,

-
▲

ウ
召

ハδ

大 きな 主 峰:Pb1(ProteinlofM.bovis)

Pb1の 右 裾 の副 峰:Pb2

0・2MNaC1濃 度 よ り高 濃 度 部 で 溶 出 され る小 ざ

な峰

が認められる｡非 吸着部 と難溶出部(図 示してない)ば

人型菌の場合に比べて非常に少ないのが特徴である｡

牛型結核菌RavenelのMT蛋 白(Fig,1d)の 溶 出

曲線は,上 に示 したBCGの 型に似ているが,溶 出塩類

濃度勾配をゆるやかにしたゆえもあつて,副 峰Pb2は

BCGPb2に 比べてよりはつきりした分画として認め ら、

れる｡

3)MT蛋 白の硫安分画について
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Fig・4・ElutionDiagramofAgeVariationofM.tuberculosis-MT
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MT蛋 白の硫安分画による溶出曲線の変化を検討する

ために,人 型菌青山B株MTと 牛型菌BCGMTの2

つを選んだ｡

Fig.3aは 青山B株MTの 硫安半飽和沈殿物の溶出

曲線を表わしている｡こ れとMT蛋 白の溶出曲線(Fig.

2a)と 比較 してみると,硫 安沈殿蛋白の大部分 はPt3

であることが分かる｡Fig.3bは 同 じく,青 山B株MT

の二50～100%飽 和硫安沈殿物の曲線 を示 しているが,

上記Pt1は この分画にあると思われる｡し かし図示 し

なかつたが,硫 安全飽和上清にも同じくPt1に 相当す

る分画が現われているので,Pt1は 硫安塩析 で はかな

りheterogeneousで はないかと思われる｡な お今回の

報告には実験成績を示さなかつ た が,Pt1分 画 に は

Ouchterlony法 では,生 菌感作兎血清 に対 してほとん

ど沈降反応原性が認められないので,他 の分画とはその

意味でも区別できる｡

BCGMTの 硫安半飽和沈殿物およびその 上清の溶出

曲線を,Fig、3cとFig・3dに それぞれ示したが,こ

の場合各峰がheterogeneousな 蛋 白よりなつているこ

とを示すに止まつた｡

4)

パ ターンの存在

M

lo50

10ts・/kll)e

培養期間によるMT蛋 白の変化 と菌型に特有な

上述のごとく人型結核菌 と牛型結核菌 のMT蛋 白に

は,各 菌型内の比較をした場合には,お のおのの菌型に

特有の分画群すなわち各型のprototypeと も 称 すべき

分画が存在するのではないかと予想 し,Pt1,Pt3お よ

びPb1,Pb2に 注 目しなが ら次の実験に移つた｡

人型菌3株(H37Rv,H37Raと 青 山B株)と 牛型菌

1株(Ushi10株)に つき,培 養条件 と時期をそろえて

「ソー トン」培養を行ない,4週 および9・5週 にそれぞ

れ分けて収穫 した｡グ リセ リン加Tris-HCI緩 衝 液 を

使つた以外は,前 実験と条件はほぼ同じである｡成 績を

Fig.4とFig｡5に 示 した｡

人型菌4週 培養においてはPt1と 思われるものは非

常に少なく,そ の右に若い培養においてのみ大きく認め

られる新 しい分画が見つかつた,こ れをPt2と 名づけ

る｡9・5週 培養においては,Pt1とPt3は 明瞭に認め

られるが,Pt2に 相当する分画をはつぎり示すことはで
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Fig.5.ElutionDiagramofAgeVariationofM・bGvis-MT
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きなかつた｡以 上をまとめると,培 養期間により各分画

に大小はあるが,Pt1～Pt3が 存在するとい う点は人型

菌のprototypeと いえるのではなかろ うか｡

牛型菌においては別の機会に行なわれたBCG--MT蛋

白の溶出曲線(Fig.5-BCG)を も 参考 に した｡非 吸着

性蛋白がほとんどない点 と,大 きなPb1の 次に小さな

Pb2が くる点は各株に共通のパターンと推定 してもよ

いと思われるが,こ れをただちにprototypeと す ること

は,現 象論的に決めたtypeと はいえ,各 峰の対応関係

に関する定性的な成績を待つてか らにしたい｡こ のさい

UshiloとBCGのFig・1-Cを 比 ぺ る ことにより,

Pb3と もい うべき峰の存在が確かめられた｡

考 察

成績に述べたごとく,培 養濾液のmacromoleculeの

蛋 白を全体 として比較できるように,ク ロマ トグラフィ

の溶出曲線 として表わ し,現 象論的に人型菌と牛型菌と

を比較しようと試みた｡培 養濾液の分画は今後細分化の

傾向に向か うと思われるが,著 者のとつた方法は,pro・

totypeを 示 しうる点に意義があると思われる｡こ の場合

精製物を比較するのと違つて,粗 製物質を用いたので,

共 存物質が溶出曲線に与える影響を心配 したが,硫 安分

画のパターンを考え合わせると,主 な分画に関するかぎ

り大きな変化はなかつた｡

次に培養期間を異にするMT蛋 白に ついては,各 時

期により構成成分の変動が著明に現われている｡Pt1は

4週 培養ではほとんど認め られず,9・5週 培養では鋭い

峰 として現われている｡こ の分画は精製操作により増減

す る点とほぼ沈降反応原性のない点とから,artefactの

感 を強くするが,米 田らもH37Rv培 養濾液か ら著者 と

異なる方法によつて,Pt1と 似た性質を持つた 蛋 白分

画mtp-2を 得ているので,培 養期間が延びるとともに分

解 して現われてくる蛋白質群かもしれない｡Pt2は 培養

初期に多く,後 に減ずることから考えて,菌 の不安定な

物質代謝産物の感を強くする｡Pt3は 常に存在し,後 期

に多く,硫 安半飽和で沈殿する部分の大部を占めるので,

ほぼ非加熱PPDsに 相 当し,ま たこの峰の 左肩 を中心

に沈降反応原性があることを認めているが,上 記成績に
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示したごとく収量が多い点 と,溶 出塩類濃度の点 とか ら

考えて,米 田らのα抗原にかなり近似 していると思われ

る｡

次にこれらの試料の低塩類濃度で溶出される部分は,

牛型菌ではMT蛋 白の80%以 上 に達するが,人 型菌で

は試料の作製方法にずいぶん影響 され,4週 培養 では

70～80%,9｡5週 培養では50%く らいであつた｡こ れ

らの原因として実験操作中の変性を考えたほうがよい例

にしばしば出会つた◎

さてmycobacteria培 養 濾液 をDEAEcelluloseに

よつて分画してい る研 究 には,Rhodes,J.M5),奥 山

ら6),米 田2)お よびKniker,W.T.ら7)の 報告がある｡

前3者,と くに米田はこの方法を蛋白精製に適用して,

非常に純度の高い物質を取 り出しているが,培 養濾液中

の蛋白全般に関してはとくに触れていない｡こ れに反 し

Knikerら は,長 期培養濾液のmacromolecule全 体の溶

出曲線を求め,そ の比較を数菌株で行なつている｡こ の

場合試料作製の過程が著者の方法とかなり違つているの

で,得 られた結果を厳密に比較す ることは難 しいが,か

れ らの成績では,人 型菌H37Rv株 の培養濾液において,

溶 出曲線の大部分にわたつて,280mμ/260mμ の比が1

より小になつてお り,ま た高塩類濃度で溶出される部分

が非常に多いとされている｡こ れらは同じくmacromo-

leculeを 対象としなが らも,著 者の 成績 と著 しく違つ

ている点である｡本 成績で述べた人型菌青山B株 のPt

3の280mμ/260mμ 比は1.5を こえている｡用 い た

DEAEcelluloseが 異なるので,交 換能の差が溶出曲線

に当然影響 していると考えられるが,上 記の差はこれを

上回ると思われる｡ま た粗試料を吸収スペクトルの0・D・

のみによつて示しているので,ど のように意義づけてい

るのか理解 しがたい｡

さて以上述べ た ごとく,培 養濾液のmacromolecule

をDEAEcellulosecolumnに よつて分別 し,そ の溶出

曲線を描 くことに より,人 型菌 と牛型菌のMT蛋 白の

溶出パターンに著 しい相違を認めた｡使 用した菌株が少
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数に止まるが,人 型菌では各株に共通した特異的なパタ

ーソを得ることができた｡こ のパターンを人型菌全体に

普遍化することは,あ る種の危険を伴 うが,こ れ らの分

画に着 目して菌型特異性物質の精製を試みることは興味

のあることと思われる｡

結 論

1)Mtubercu1◎sisとMbovisの 培養濾液蛋白を

比較 した場合に種特異性が認められる◎人型菌3株 では

Pt1～Pt3の3つ の分画が共通に認められたの に対 し

て,牛 型菌ではPb1～Pb2の2つ の分画が特有に認め

られたが,Pb3に 相 当する分画は各株間 に大 きな違い

がある｡

2)お のおのの分画の量的関係は培養時期によつて変

動 し,人 型菌ではPt1は 古い培養で,Pt2は 若い培養

時期にのみ明瞭に認められる｡Pt3は 全培養期間 を通

して認め られる｡牛 型菌では培養時期による変動を系統

づけえなかつた｡

3)Pt3は ほぼ非加熱PPDsに 相 当し,ま た 米田ら

のα抗原が大部分を占めると思われる｡

室橋部長のこ校閲ならびに本研究部,佐 藤,金 井,小

関の諸氏のご援助に感謝する｡
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