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Since R. Koch reported tuberculin (OT) in 1891, many attempts have been made to purify 

tuberculin active principle from culture filtrate of M. tuberculosis or from tubercle bacilli. 

OT was intended for a therapeutic agent at first, it could not be used clinically because of its 

adverse effects on tuberculous patients.

One of the writers Ishidate noticed by chance that the aldehyde group of D-glucuronic 

acid could take the place of that of formaldehyde, and found that the toxicity of various 

toxins was reduced by incubation with glucuronic acid partially or completely without any 

significant modification of their antigenicity. Similarly, a preparation of OT (GLT), which 

was prepared by treating OT with sodium glucuronate (NaG) or glucuronolactone (GL), was 

reported to affect tuberculous lesions of guinea pigs more slightly by injection than OT.

Considering that active principle of tuberculin exists in its protein component, we prepare 

glucuronic acid bound PPDs (PPDs-G), using PPDs instead of OT, and compared its physico

chemical and biological properties with those of PPDs itself.

PPDs was prepared from culture filtrate of M. tuberculosis Aoyama B strain, which was 

cultured in Sauton medium for 8 weeks, by 5 to 7 times precipitation with half saturated 

ammonium sulfate, as described by F. B. Seibert et al. A mixture of PPDs and NaG (contain-

ing 3 ƒÊc of 6-14CNaG) in the ratio of 1 to 2 by weight and a small amount of antiseptics was 

incubated at 37•Ž for 96 to 100 hours. The reaction mixture was then dialysed against 

distilled water for 30 hours. Dialysate was condensed using Sephadex G 100 and applied to 

a column of Sephadex G 50. Amount of PPDs in each fraction tube was measured from 

optical density at 280 mƒÊ and that of NaG was estimated by 14C radioactivity.

By chromatography of a mixture of PPDs and NaG on Sephadex G 50, both were separated 

almost completely from each other as seen in Fig. 1.

On the other hand, when PPDs was treated with NaG according to the method described 

above, elution curve of NaG was observed to be coincided with the second peak (major 

fraction) of PPDs. This suggests that PPDs combines with NaG. By calculation of binding 

ratio in each fraction tube, it was found that NaG combined with PPDs at about 1 % of the
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amount of the latter.

PPDs was then lyophilized and subjected to physicochemical analyses.

(a)As seen in Fig.3,PPDs-G moved faster than PPDs in Veronal buffer of μ=0.05,pH

 8.6 in paper electrophoresis.This suggests that isoelectric point of PPDs-G is lower than

 that of PPDs.

(b)PPDs-G showed a little smaller value than PPDs in nitrogen content.This suggests

 that NaG is chemically combined with PPDs.

Biological properties of PPDs-G were as follows:

(a)By tuberculin skin test in sensitized guinea pigs,no significant difference was observed

 between the potencies of PPDs and PPDs-G.

(b)The infected guinea pigs were injected with either PPDs or PPDs-G.The number of

 dead animals in the group injected with PPDs-G seemed to be smaller than in the group

 injected with PPDs.

緒 言

1891年R.Kochは 結核菌を液体培地に培養し,加 熱

濃縮後菌体を除去して得られた濃縮濾液を結核動物に注

射,そ の病変の軽減されることを発見した。さらに,こ

れを治療剤として,臨 床上に利用できることを 発 表 し

た1)2)。 しかし臨床家がこれを患者に用いたところ,多

数の症例に病状の悪化を来た し,こ れ ら症例の病理解剖

所見はこの治療剤の使用中止を勧告させるにいたつた。

Bujwidは この濃縮濾液をツベルクリン(「 ツ」と略記)

と命名し3),そ の後R.Kochの 濃縮液は旧ツベルクリ

ン(OT)と 呼ばれることになつた。von Pirquet4)は,

OTを 皮内へ適用することにより結核症を臨床的に判定

しうることを発表 した。 この現象は,von Pirquetの 業

績 とともにアレルギーと呼ぼれるにいたつた。か くてO

Tは 結核の診断用ならびにBCG予 防接種の効果判定用

として重要なものとなつた。

「ツ」活性物質の分離および精製については今日まで

数多くの方法が試みられてきた。Long,Seibertら は長

年にわた り「ツ」の研究を重ね,培 養濾液中の蛋白質,

多糖体,核 酸等を分画することによりその活性部分は蛋

白質であることを明らかにした5)～8)。すなわち,彼 らは

当時使用されていたグ リセ リンブイヨン培地をSauton9),

Dorset10),Long11)ら に よつて考案された合成培地にか

え,培 養濾液を100℃ 加熱滅菌後限外濾過に よ り濃縮

し,ト リクロル酢酸沈殿法でPPDを 製造した12)～14)。こ

のPPDは 「ツ」力価の高いものではあつたが,力 価におい

て再現性に乏 しく,ま た「ツ」活性のない多糖体,核 酸等

を多く含んでいた。次いで,彼 らは硫酸アンモン半飽和

沈殿法によりPPDの 欠 陥をほぼ除いたPPDsを 製造し

た15)。しか しながらPPDsは 電気泳動上均一ではないこ

とを認め16),製 造過程での 「ツ」蛋白質の熱変性を考慮

し17)18),非加熱性培養濾液からA,B,C蛋 白ならびに多

糖体I,IIを 電気泳動上ほぼ均一なものとしてそれぞれ

得ることに成功し,こ れらの物理化学的性状 な らび に

「ツ」力価の検討を行なつた7)19)～22)。

彼 らの報告とほぼ同時期に,培 養濾液から種々の沈殿

剤を用いて 「ツ」活性物質の精製が試みられた。すなわ

ち燐タングステン酸23),サ リチル酸24),メ チルアルコー

ル25),タ ンニン26),酢 酸 と加熱処理27),緩 衝 液 に よ る

pH分 画28)を行 なう方法等々であ り,ま たSeibertら の

方法とほぼ同様な精製法ではJensenのPT29),Prigge

のGT30)等 である。わが国においても貝原らはOTを エ

ーテル次いでクロロホルムで処理した後 トリクロル酢酸

沈殿を行ない πを得31),岡 本 はOTにo-ア ミノフェノ

ールアゾ化合物を作用させてOATを 製造 し32)33),武谷

は πS,πA34)～36)を,武 田はTA237),伊 藤 らはT46038),

倉金 はKPT39)を それぞれ「ツ」活性物質 として発表 した。

最近では培養濾液か らのみならず,山 村らのTAP40)41)

の よ うに結核菌体または菌の細胞膜等42)43)から 「ツ」活

性物質を精製する試みがなされてきた。以上 の よ うに

「ツ」活性物質の精製法によりそれぞれその性状も異な

るが,現 在,混 在する多糖体,核 酸等が少なく 「ツ」力

価の高いSeibertら のPPDs15)がWHOに おいて国際

標準ツベルクリンとして採用されるにいたつている44)。

た またま著者の一人石館は,グ ルクロン酸のアルデヒ

ド基はフォルムアルデ ヒドのアルデ ヒド基に代用され,

さらに前者が生体の正常成分であ り比較的無毒であるこ

とに着 目し,Ramonの 方法に よりある種の菌体外毒素

たとえばジフテリア45)～47),破傷風毒素48)等を グルクロン

酸ナ トリウム(NaG)ま たはグルクロノラク トン(GL)

で処理すると,抗 原性は保持され無毒化されることを発

見した。またインフルエンザ,灰 白髄炎49)～51)等の ウイル

スもNaGと 処理することによりその不活化 が み られ
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た。OTをNaGと 処理した場合についても,処 理 物

(GLT)を 用いて結核動物を脱感作しOTに よる脱感作

群と比較した場合,OTに よる脱感作群に比して結核病

変が軽度であることおよび病巣からの定量培養成績から

結核菌の集落が減少することが見出された52)～54)。これ

よりさき,動 物実験において岩崎はSMとOT併 用療法

がSM単 独より有効なことを発見していた55)56)。そ こで

木野は結核患者に結核第一次薬SM・PAS・INH3者 使

用 とGLTの 併用療法を行なつた結果,"乾 酪物質の排

除がとくに望まれる症例には一応試みてもよいと思 う"

と述べている57)。

なお,蛋 白質とNaGと の相互作用に関しわれわれの

共同研究者谷村は,卵 白アルブ ミンをモデル蛋白質とし

て生理的条件下にNaGを 作用させたところ,NaGは 卵

白アルブ ミンとかな り安定な結合物を形成し,pH滴 定,

ア ミノ酸分析法等によつてNaGは 卵 白アルブミンの リ

シンと結合しているであろうと推定した58)。

著者らは以上の事実より,PPDSは 果た してNaGと

結合するか否か,ま た結合物(PPDs-G)の 物理化学的

性状ならびに結核動物に対する生物学的反応とPPDs自

体のそれらとの間に差異があるかどうかを検討すること

を企てた。

PPDs-Gの 製造は谷村の方法58)に準拠 した。その結果

(1)PPDsとNaGと は化学的に結合し,PPDs-Gは 濾

紙電気泳動,窒 素分析値においてPPDsと は異なつた性

状を有すること,(2)PPDsな らびにPPDs-Gを 用 い

て死菌感作モルモットに対する 「ツ」力価をみると両者

の 「ツ」力価には差が認められないこと,(3)生 菌 結核

菌感作モルモットに対しPPDsな らびにPPDs-Gを 注

射 した場合PPDs-G投 与群 の死亡率は減少の傾向を示

すこと59)等の事実が判明した。

実験材料ならびに力法

1)PPDs:人 型結核菌青山B株 をSauton培 地に8

週間培養し加熱滅菌 した培養濾液を限外濾過 した後,硫

酸アンモン半飽和沈殿法を5～7回 繰 り返 して得られた

沈殿を蒸留水に対して透析後凍結乾燥する。

2)PPDs-Gの 調製:PPDs:NaG=1:2の 割合で少

量の0.2M燐 酸緩衝液pH7.2に 溶解,防 腐剤チメロサ

ールを少量添加し,37℃96時 間密栓 し遮光下に放置す

る。反応液を蒸留水に対 して透析後凍結乾燥する。

3)PPDsとNaGと の結合比の決定:後 述するよう

に,PPDs-G中 のNaG量 を化学的に定量することはで

きないので,微 量のNaG量 を 検出するためNaGの 一

部に6位14C標 識NaGを 用いた。すなわち,上 記の調

製法に従い反応後反応液を蒸留水に対 して透析 して未反

応のNaGお よび6-14CNaGを 除去 し,透 析内液をセ

ファデックスG100を 用 いて濃縮後セファデ ッ クス

G50を 用 い る カ ラ ム ク ロマ トグ ラ フ ィーを 行 な い 溶 出

液 のPPDs量 を280mμ に お け る吸 光 度 の 測 定 に よ り,

ま た 結 合NaG量 を2π ガ ス フ ロー カ ウン ター また は液

体 シ ン チ レー シ ョン カ ウ ン ター に よつ て計 測 さ れ た放 射

能 の 強 さ か ら 算 出 し た。PPDsに 結 合 したNaG量 は

PPDs当 りまた はPPDs中 の総 窒 素 量 当 りの 重 量%で 表

示 した 。

4)化 学 分 析

(a)窒 素 分 析:デ ューマ法60)に よ りPPDsお よ び

PPDs-Gの そ れ ぞ れ凍 結 乾 燥 物 の 窒 素 含 有量%を 測 定 し

た 。

(b)総 糖 量:ア ン ス ロ ン 法61)62)に よ リグ ル コー ス量

に 換 算 して測 定 した 。

(c)核 酸 量(DNA量):ジ フ ェ ニル ア ミン 法63)に よ

り2-デ ス オ キ シ リボ ー ス量 に 換算 して測 定 した。

(d)グ ル ク ロン酸 量:後 述 の よ うにPPDsと 結 合 し

たNaGは 化 学 的 定 量 法 で は測 定 で き な い の で,ナ フ ト

レゾ ル シ ン ピ クラ ー ト法64)に よ りPPDsと 結 合 しな い

NaG量 を 測 定 した 。

5)濾 紙 電 気 泳 動:東 洋濾 紙No.51を 使 用,20℃,

ベ ロ ナ ー ル緩 衝 液 μ=0.05,pH8.6に よ り,300ボ ル

ト約5時 間 泳動 した 後 ブ ロ ムフ ェ ノー ル ブ ル ー染 色 を 行

なつ た。

6)カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィー:あ らか じめ蒸 留 水 で

十 分 に膨 潤 させ1/45M燐 酸 緩 衝 液pH7.2に 調 整 した

セ フ ァデ ック スG50を カ ラ ム に 充 填 す る。PPDs50

mgま た はPPDsとNaGと の 反 応 液 を 透 析 後 濃 縮 し

た もの を2.0×27cmカ ラ ム に添 加 後10～15ml/時 の

溶 出速 度 で溶 出 し5mlず つ 分 取 した 。

7)「 ツ」 皮 内反 応:国 際 標 準PPDsと 等 力価65)の 予

研No.15-25を 標 準 と し,PPDsお よびPPDs-Gを 燐

酸 緩 衝 液pH7.4に 溶 解 し,1.0μg/ml濃 度 に 調 整 す

る。 片 岡の 方 法に よつ て選 別 した 死 菌 感 作 モ ル モ ッ トの

背 部 皮 内 に0.1mlず つ 注 射 し,注 射 後24,48時 間 の

発 赤 の大 き さ を標 準PPDsの そ れ と比 較 した 。

8)結 核 動 物 に 対 す る致 死作 用:モ ル モ ッ トを 人型 結

核 菌 ク ロ ノ株0.1mgで 皮 下 感 染 し,感 染 後6～11週

にい た りPPDs0.5mg/ml濃 度 に,PPDs-Gは 対 応 す

るPPDsの 窒 素量 と 同一 に な る よ うに換 算 した濃 度 にそ

れ ぞれ 生 理 食 塩 水 で希 釈 調整 し,結 核 モ ル モ ッ トの皮 下

に0.2ml/100g体 重 注 射 後24,48時 間 の死 亡 動 物 数

を 観 察 した 。

実 験 結 果

1)PPDsとNaGと の 結 合

図1はPPDsLot.No.3(N:13.74%,糖2.2%)と

NaGの 混 合 液 に つ き,セ フ ァデ ック スG50を 用 い る カ

ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィー を行 なつ た とき の溶 出 曲線 を示
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Fig.1.Chrornatography of a Mixture of

 PPDs and NaG

A mixture of 50mg of PPDs and 20mg of NaG was

 applied to a Sephadex G50 column(2.0×27cm).Elution was

 carried out with 1/45M phosphate buffer of pH7.2.The

 flow rate was about 15ml per hour and effluent fractions of

 4.7ml were collected.Amount of PPDs in each fraction tube

 was measured from optical density at 280mμ and that of

 NaG was estimated by naphthoresorcin picrate reaction.

Fig.2.Chromatography of PPDs Treated

 with NaG

A mixture of 50mg of PPDs Lot.No.3 and 100mg of

(NaG+6-14CNaG)in 0.2M phosphate buffer of pH 7.2 was

 incubated at 37℃for 96hours.The reaction mixture was

 then dialysed against dist.water and the dialysate was

 condensed using Sephadex G 100,and was applied to a

 Sephadex G 50 column(2.0×27cm).Elution conditions

 were the same as indicated in Fig.1.Amount of NaG in

 each fraction tube was estimated by 14C radioactivity.

したものである。PPDs量 は280mμ における吸光度の

測定により,ま たNaG量 はナフ トレゾルシンピクラー

ト法によりそれぞれ算出した。その結果両者は完全に分

離 しそれぞれの回収率はほぼ100%で あつた。

次に同じPPDs Lot.No.3とNaGをPPDs-Gの 調

製の項に準じて処理し,反 応生成物のセファデックスG

50に よるカラムクロマ トグラフィーを行なつた結果 を

図2に 示 した。反応液にはNaGの 一部にあらかじめ6-

14C NaG 3μcを 添加し
,反 応生成物のクロマ トグラフ

ィーにおける溶出画分 中のNaG量 は6-14C NaGに よる

放射能の測定値から算出した。その結果NaGはPPDs

の主溶出画分(第2ピ ーク)に 一致して溶出しているこ

とが分かつた。すなわち,図2で は図1と は異な りNa

GはPPDsと 結合していると推察 され た。また 結 合

NaGとPPDs量 とを各溶 出フラクションについて測定

しその重量比を求めると,NaGはPPDs量 のほぼ1%,

PPDs窒 素含有量の7～8%結 合 し,第2ピ ークでは各

フラクションともほぼ一定の結合比を示した。結合比の

やや高いフラクションが第2ピ ーク後半部に み られ る

が,こ れはPPDsと 結 合していないNaGが 混入したた

めと思われる。なおPPDsとNaGと の結合について同

様な結果がPPDsLot.No.1(N:12.71%,糖1.5%),

お よびLot.No.2(N:13.80%,糖3.2%)の 場合にも

認められ,再 現性が確認された。

反応条件に関 しては,反 応時間を2週 間にした場合,

反応生成物の溶出曲線は図2と 同様であつたが,PPDs

と結合 したNaG量 はPPDsの1.5%,PPDs窒 素含有

量の10～11%と な り,溶 出各フラクションにおける結

合比のぼらつきもみられなかつた。したがつて反応時間

を2週 間に延長した場合には反応はほぼ完結したと推察

される。このように反応時間2週 間では,結 合比もやや

高 く各フラクション間の結合比も一定となるのでPPDs

-Gの 調製法としてはより好ましいようにみえるが,長

時間の反応時間では反応液の着色67)68)および溶液におけ

る 「ツ」活性の失活の危険性が考え られ る。 そ こで,

PPDs-Gの 調製は上記PPDs-Gの 調製の項に従つて行

ない,こ こに得 られたPPDs-Gに つ き以下の物理化学

的ならびに生物学的検討を行なつた。

2)PPDs-Gの 物理化学的性状

さきに述べたように,NaGが 卵 白アルブミンの塩基

性ア ミノ酸 リシンと結合するならば,PPDsの 場 合にお

いてもPPDs-Gの 等電点はPPDsよ りも酸性側にある

と推察される。図3はPPDs Lot.No.3と これより調製

Fig.3.Paper Electrophoresis of PPDs and PPDs-G

Electrophoretic conditions:

Toyo Roshi No.51 Veronal buffer of pH8.6,μ:0.05

20℃,300volts,5hours,Bromphenolblue staining
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したPPDs-Gの 濾 紙電気泳動における両者の移動度を

比較したものである。 ベロナール緩衝液 μ=0.05,pH

8.6を 用いて泳動すると,PPDs-Gの 移動度がPPDsの

それよりも大きい。 したがつてNaGはPPDsと は単に

吸着あるいは塩として結合しているのではな く化学的に

結合していると推察される。またPPDs-Gの 等 電点は

PPDsよ り酸性側にあると推察された。

次にPPDsとPPDs-Gの 窒素分析を行なつた。すな

わちPPDs Lot.No.1(N:12.71%)お よびLot.No.

3(N:13.74%)に ついて,対 応するPPDs-Gの 窒素分

析値はそれぞれ11.93%,12.86%で あ り,ほ ぼ0.8%

の減少がみられた。 この事実はNaGはPPDsと 化学的

に結合した ことを示唆 している。 しか しながら実験的な

窒素含有量の減少値と,NaGとPPDsと の結合によ

る理論的減少値とは必ずしも一致 しなかつた。 これ は

PPDs-G凍 結乾燥物につき窒素量の測定 を行 なつた こ

とおよび窒素分析法の誤差(0.3%)の た めと推察 され

る。

PPDs-GのNaG量 を化学的に定量するためナフトレ

ゾルシンピクラー ト法を用いたが,NaGは 測定できな

かつた。 すなわちPPDsとNaGの 混合物についてはこ

の方法でNaGを 測定できるが,蛋 白質と結合したNaG

は この定量条件下では測定できないと推察される。この

結果 は,谷 村に よるNaGと 卵白アルブ ミンとの結合物 乏.;

に関する報告58)とも一致している。以上の事実からNaG

はPPDsと 化学的にかな り安定な結合を保持していると

推察された。

3)PPDsとPPDs-Gの 生物学的比較検討

緒言にも述べた ように,わ れわれはNaGと 卵 白アル

ブ ミンとの結合物を調製したが,さ らにこれを用いて家

兎を免疫し,得 られた抗血清について卵白アルブ ミンに

よる抗血清と免疫化学的に抗原性を比較検討した結果,

両者の抗原性には差異が認められなかつた69)。したがつ

てPPDsとPPDs-Gと の抗原性にもほとんど差異は認

められないと推察される。

PPDs Lot.No.3お よびこれより調製したPPDs-Gに

ついて,予 研PPDs 15～25を 標準PPDsと し死菌感作

モルモットに対する 「ツ」力価を比較した 結果,PPDs

とPPDs-Gと の 間には力価に有意の差がみられなかつ

た。

次に結核菌生菌感作モルモ ットにPPDsお よびPPDs-

Gを それぞれ皮下注射した後,24,48時 間後の死亡動

物数を観察した59)。その結果は表にみられるように,感

染後の期間,個 体差により,ぱ らつきはみ られ るが,

PPDs-G投 与群はPPDs投 与群に比して死亡率の減少の

傾向がみられた。健康モルモ ットについては,投 与量を

2倍 量にしたにもかかわらず死亡した動物はなかつた。

考 察

著者らは青山B株 をSauton培 地 に培養 し,Seibert

らの方法を用いて精製したPPDsとNaGを 燐 酸緩衝液

中37℃,96時 間処理することによつてPPDs-Gを 生

成することを述べた。今回われわれが精 製 したPPDs

 Lot.No.1～No.3に ついては,い ずれも窒素含有量,糖

含有量においてほぼ近似 した値を示 し,さ らにこれらよ

り調製 したPPDs-Gの セファデックスG50を 用 いる

カラムクロマ トグラフィーの溶出曲線においても同様な

溶出パターンを示 し,PPDs-Gは そのPPDsとNaGの

結合比にも再現性が認められた。

しかしSauton培 地 で培養して得られるPPDsに つ

いてSeibertら は電気泳動的にみて単一な蛋白質から構

成されていないことを示 してお り16),ま た青山B株 を用

Table.Death of Tuberculous Animals by PPDs and PPDs-G

Guinea pigs were inoculated 0.1 mg each of M. tuberculosis KURONO strain subcutaneously. Various weeks after 

infection, the infected animals were injected with PPDs or PPDs-G subcutaneously. 24 or 48 hours after injection, 
number of dead animals was calculated.

Group: A: PPDs Lot. No.3 (N: 13.74%) Dose: 0.1 mg/100 g of b. w.
B: PPDs treated without NaG (N: 13.53%), 0.1 mg/100 g of b. w.
C: PPDs-G (N: 12.86%), 0.106 mg/100 g of b. w.

Control: healthy guinea pigs

A': PPDs Lot. No.3 (N: 13.74%) Dose: 0.2 mg/100 g of b. w.
B': PPDs treated without NaG (N: 13.53%), 0.2 mg/100 g of b. w.
C': PPDs-G (N: 12.86%), 0.2 mg/100 g of b. w.
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いて得られたPPDsの 窒 素含有量,糖,核 酸含有量には

培養Lot.に よ りかな りばらつきが認められたとい う報告

もある70)71)。そ こで,こ れらの問題点,と くにPPDsの

均 一性 について検討を加えるとともに,PPDsとNaG

の結合比の高い再現性のあるPPDs-Gの 製 造法を開発

す るため両者の反応条件をさらに詳細に検討することが

必要と思われる。

結 論

1)人 型結核菌青山B株 をSauton培 地 で培養 して得

られた培養濾液からPPDsを 精製 しNaGと 生理的条件

下に作用させてその結合物PPDs-Gを 得た。

2)PPDs-Gの 性状を6-14C NaGを 用いる放射能測

定,濾 紙電気泳動法,窒 素分析等によつて検 討 した結

果,PPDsとNaGは 化学的に結合していることが示唆

された。

3)PPDsとPPDs-Gは 「ツ」皮 内反 応において力

価に有意の差が認められなかつた。また生菌感作モルモ

ットに対する両者による死亡率を比較した結果,感 染後

の期間,個 体差によつてばらつきはあるが,PPDs-G投

与群の死亡率に減少の傾向が認められた。

稿を終わるに臨み,本 研究に対し終始ご指導ならびに

ご校閲を賜わ りました東京大学医学部名誉教授秋葉朝一

郎博士,東 京生化学研究所長岡田正志博士に感謝の意を

表 します。またPPDsお よびPPDs-Gの 「ツ」力価の

測定にご援助を賜わ りました国立予防衛生研究所浅見望,

片岡哲朗両博士,結 核動物に対する両者の生物学的検討

にご協力をいただきました結核予防会結核研究所羽鳥弘,

湯沢健児両博士に深謝いた します。

本研究の要旨は第42回 日本結核病学会総会において

発表 した。
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