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In part I, the authors reported the preparation of D-glucuronic acid bound PPDs (PPDs-G), 

and its physicochemical and biological properties. In preparing PPDs-G, we found that PPDs, 

showed different physicochemical properties among various lots of culture filtrates, and the 

fact suggests that the combining ratio of PPDs with NaG might vary with PPDs preparations. 

We therefore examined the culture conditions of tubercle bacilli and the method of preparation 

of PPDs in order to prepare PPDs-G in homogeneous and reproducible state, and found that 

modified Sauton medium, which contained twice the amount of asparagine in Sauton medium, 

was favourable for the preparation of PPDs.

This paper presents physicochemical properties and potencies of PPDs obtained from Sauton 

and modified Sauton media.

Fig. 3 shows elution curves of PPDs Lot No.1•`No.10 by column chromatography on 

Sephadex G 50 or G 75. As seen in this figure, PPDs from Sauton showed two different elution. 

patterns (A or B) according to Lot No, but those from modified Sauton showed similar elution 

pattern irrespective of Lot No.Physicochemical properties of PPDs preparations before and 

after chromatography were listed in Table 1.

PPDs which showed elution patterns of A or C contained a small amount of polysaccharide 

or nucleic acid. Therefore slight difference was observed in physicochemical properties before 

and after chromatography. On the other hand, PPDs which showed elution pattern of B con 

tained about 20% of polysaccharide and 1. 5% of DNA (as 2-desoxy D-ribose) , and could be 

separated into two different fractions, B-I and B-II.

The homogeneity of various PPDs preparations described above was examined by disc 

electrophoresis and ultracentrifugal analysis. An almost single band was observed with each 

sample in disc electrophoretic pattern, as shown in Fig. 4. Sedimentation analysis using 

synthetic boundary cell resulted in sharp and symmetrical pattern which suggested the homo

geneity of each sample, as seen in Fig. 5. In this connection, molecular weight of each sample 

was calculated by the method of sedimentation equilibrium and estimated A, B-I, B-II, and C 

to be 19, 000, 45, 000, 20, 000, 25, 000, respectively. Isoelectric point of each sample was 

estimated to be 3. 7•`4. 1 by electrofocusing method using carrier Ampholyte, as shown in
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Fig. 6. According to amino acid analysis, as seen in Table 2, there was slight difference 

among B-I, B-II and C in amino acid content except glutamic acid and proline.

As illustrated in Table I, B-I fraction contained polysaccharide component in 50% of its 

amount. Using the acid hydrolysate of B-I as test material, we examined the sugar component 

by paper chromatography, high voltage electrophoresis and gas chromatography, and found 

that it was mainly composed of D-glucose to D-mannose ratio of about 9: 1. Moreover, we 

suspected that polysaccharide of B-I would not merely a contaminant but be combined with 

tuberculoprotein.

Furthermore, we compared the tuberculin potencies of various PPDs preparations with 

that of standard PPDs 15•`25 by measurement of the induration of sensitized guinea pigs 24 

hours after injection. As shown in Table 3, no significant difference in potency was observed 

among PPDs preparations. The experimental results thus obtained lead to the conclusion PPDs 

obtained from modified Sauton medium would be preferable to that from Sauton medium
, since 

the tuberculin potencies of the former PPDs are invariable from Lot to Lot.

緒 言

第1編 において著者らは,PPDsと グルクロン酸ナ ト

リウム(NaG)は 生理的条件下に化学的に結合し,結 合

物(PPDs-G)を 得 ることを報告した1)。

PPDs-G調 製時の反応条件(反 応液組成,反 応温度,

時 間等)を さらに検討するため,新 たにSauton培 地で

培養してPPDsを 精製 し,こ れにNaGを 作用させ,反

応液をセファデ ックスG50を 用いるカラムクロマ トグ

ラフィーに付したところ,そ の溶出曲線は第1編 に示 し

た溶出パターンとは趣きを異にすることが分かつた。そ

こで著者 らは,Sauton培 地か ら得 られるPPDsは 培養

Lotに よつてその性状に差異がみ られるのではなかろう

かと推察した。すでにSauton培 地から得られるPPDs

の窒素および糖含有量が培養Lotに よつて異なるとの報

告は2,3み られるが2)3),今 回著者 らも この事実に接

したので,PPDsを さらにセファデックスG50を 用い

て分画し,そ の物理化学的諸性状の詳細を検討した。

一方,Sauton培 地 から得 られるPPDsは 培養濾液単

位 当りの収量が低い。培地組成においてpHが 弱アルカ

リ性になるにつれてツベルクリン(「ツ」と略記)活 性物

質の収量が増加するという報告はすでにみられるが4),

Lind5),Magnusson6)はSauton培 地へのアスパラギン

添加量を増加するとその培養濾液から得られるPPDs量

が増大することを報告した。さらにSauton培 地組成の

部分的変更によつて得られるPPDsの 収量,力 価等に関

す る報告3)7)8)に基づき,わ れわれはPPDsの 収率がよ

くかつ培養Lotに よ らず性状の均一なPPDsを 得るこ

とを 目的とし,Sauton培 地に2倍 量のアスパラギンを

添加したいわゆるSauton変 法培地(以 下変法培地 と称

す)で 培養後精製したPPDsの 物 理化学的性状ならびに

「ツ」力 価 を 検 討 した 。 そ の結 果,変 法 培 地 か らのPPDs

の収 率 はSauton培 地 の 場 合 と比 較 して 約5～7倍 で,

か つ 得 られ たPPDsの 物 理 化 学 的 性 状 は ほ ぼ 均 一 で あ

り,「 ツ」 皮 内反 応 に お い て も 力 価 に 差 が ない こ とが 明

らか に なつ た。

実 験 材料 な らび に 方 法

1)PPDs:人 型 青 山B株 結 核 菌 をSautonま た は変

法 培 地 に8週 間培 養 し,得 られ た培 養 濾 液 を加 熱 滅 菌 後

Seibertら の 方 法9)に 準 じて 精 製 した 。 凍 結 乾 燥 に よつ

て得 られ たPPDsを セ フ ァデ ッ クスG50ま た はG75

を 用 い る カ ラ ム ク ロマ トグ ラフ ィーに よ り分 画 し透 析 後

凍 結 乾 燥 した 。

2)化 学 分 析:窒 素 は デ ュマ法,総 ヘ キ ソー ス量 は ア

ン ス ロン 法,ま た核 酸 量 は ジ フ ェ ニ ー ル ア ミン法 に よつ

て そ れ ぞ れ 測 定 した 。(第1編 参 照)

3)ア ミノ酸 分 析:PPDs 5mgを 定 沸 点 塩 酸2.0ml

に 溶解 し,封 管 中110℃ ±1.5℃,24時 間 加 水 分 解 した 。

分解 物 は 常 法 に よ り処 理 した 後,日 立KLA3B型 ア ミ

ノ酸 分 析 計 に よ り測 定 した 。

4)超 遠 心 分 析:Spinco E型 を 使 用 し,沈 降 平 衡 法

に よつ た 。 な おPPDsの 分 子量 はArchibald法10)11)に

よ り概 算 した 。

5)デ ィス ク電 気 泳 動:Ornstein,Davisら12)13)の 方

法 に準 じて行 なつ た。 す なわ ち 内径5mm× 長 さ8cm

の ガ ラス管 に ポ リア ク リル ア ミ ドゲル を 作 成 し,ト リス

ーグ リシ ン緩 衝 液pH8 .3で200 volts,3～4 .mA/管,

約90分 間泳 動 し,泳 動 後 ア ミ ドブ ラ ッ ク10B染 色

し約1.5%酢 酸 溶 液 で 通 電 して 脱 色,PPDsの 泳 動 図

を 得 た 。

6)等 電 点 蛋 白分 離 法:Vesterberg,Svenssonら14)
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の 方 法 に 準 じて,キ ェ リヤ ー ア ソ フ ォラ イ トpH3～10

ま た は3～6を 用 い,試 料 を 充填 して300～700volts,

24～72時 間 通 電 した 。 等 電 点 に 達 したPPDsを 溶 出 し,

各 フ ラ クシ ョソ のpHな らび に280mμ に おけ る 吸光 度

を 測 定 してPPDsの 等 電 点 を 推定 した0

7)PPDs中 の 糖 の 分 析

a)ア ソ ス ロソ法 で 糖 を多 量 に 含 むPPDsB-1画 分 に

つ い て,1N硫 酸 溶 液 で90。C,5時 間 加 水 分 解 し,常 法

に よ りBaCO3で 硫 酸 を 除 去 し試 料 を 調 製 した 。

b)濾 紙 ク 戸マ トグ ラ フ ィー:糖 の 検 出 に は 主 と し

て,か ア ニ シ ジ ン試 液15),ア ンモ ニ ア性 硝 酸 銀 試 液16),

Elson-Morgan16)試 液 を 用 い,展 開溶 媒 に は η一ブ タ ノー

ル:ピ リジ ソ:水=6:4:317)～20)を 用 いた 。 標 準 糖 試 料

と して,グ ル コー ス,マ ン ノー ス,ガ ラ ク トー ス(ア ル

ドヘ キ ソー ス類),フ ラ ク トー ス(ケ トヘ キ ソー ス),ア

ラ ビ ノー ス,キ シ#一 ス(ペ ソ トー ス類),2一 デ ス オ キ

シ リボ ー ス(デ ス オ キ シペ ソ トース),グ ル コサ ミソ,ガ

ラ ク トサ ミソ(ア ミ ノ糖 類),N― アセ チ ル グ ル コサ ミン

(N一 ア セ チ ル ア ミ ノ糖),グ ル ク 戸 ソ酸,ガ ラ クチ ュ 官 ソ

酸(ウ4ソ 酸 類)等 を 用 い た 。

c)高 圧 濾 紙 電 気 泳 動:中 性 糖 を棚 酸錯 化 合 物 の形 成

を 利 用 し て 高 圧 濾 紙 電 気 泳 動 を 行 な つ て 分 離 す る 方 法

で,Consden21),麻 生22),Fosterら23)24)の 方 法 に準 じて

行 な つ た 。 す な わ ち0.05M棚 酸 緩 衝 液pH9.1を 用

い,800volts,21～23mA,120分 間 氷冷 下 で泳 動 した

後,か ア ニシ ジ ソ発 色 法 に よ り検 出 した 。

d)ガ ス ク#マ トグ ラ フ ィー:PPDs加 水 分 解 物 を,

ア ソ バ ー ラ イ トCG120(H型)次 い で アソ バ ー ライ ト

CG4B(CH3COO-型)を 通 過 せ しめ て,中 性 糖,ア ミ

ノ糖 類 を 集 め,NaBH4で 還 元 して ポ リオ ー ル 体 と した

後,F3CCOOHに よ り ト リフル オ 官 アセ チ ル 化 合 物 に 誘

導 し て ガス ク ロマ トグ ラ フ ィー を 行 な つ た(田 村,今 成

らの 方 法25)～27))。ガ ス ク 廿マ ト装 置 は 島 津GC-IC型,

検 出 ・器はHFID,2%×F1105(ガ ス ク官 ムP)1.8m×

4rnmカ ラ ムを 用 い,検 出温 度 は カ ラ ム 内140。C,注 入

部200。C,キ ャ リヤ ー ガ ス と してN270mZ/分 に て 測 定

し た 。 な お標 準 糖 試 料 液 と して,(1)フ コ ー ス,リ ボ ー

ス,ア ラ ピ ノー ス,キ シ 官一 ス,マ ン ノ ー ス,グ ル コ ー

ス,ガ ラ ク トー ス各60μ9/mZ,(2)2一 デ ス オ キ シ リボ ー

ス,キ シ 官一 ス,マ ン ノー ス,グ ル ゴ ース1:2:2:5

の 各 試 料 液 を あ らか じめ ガ ス ク 官マ トグ ラ フ ィー に 付 し

て 保 持 時 間 お よび 各 糖 ピ ー クの 面 積 比 を 測 定 して 糖 の 同

定 な らび に 定 量 を 行 な つ た 後,PPDsB-1画 分 加水 分 解

物 の糖 の分 析 を 行 なつ た 。

8)PPDsの 「ツ」 力価 の 検 定:国 際 標 準PPDsと

等 力 価 の予 研PPDsNo.15～25を 用 い,死 菌 感 作 モ ル

モ ッ トに 皮 内接 種 し,接 種 後24,48時 間 の発 赤 の大 き

さ を各 種PPDs検 体 に よる それ ら と比 較 検 討 した 。

実 験 結 果

1)Sauton培 地 から得られたPPDsの セファデ ック

スG50を 用いるカラムク#マ トグラフィーにおける溶

出曲線

緒言に述べたように,著 者らはPPDs-Gを 調ルす る

Fig. 1. Chromatography of a Mixture 

of PPDs and NaG

 A mixture of 50 mg of PPDs and 20 mg of NaG was 
applied to a Sephadex G 50 column (2.0x 27cm). Elution 
was carried out with 1/45 M phosphate buffer of pH 7.2. 

 TheIfl.ow rate was about 15 ml per hour and effluent
 fractionslof 4.7 ml were collected. Amount of PPDs in 

each fraction tube was measured from optical density
 at280 mp and that of NaG was estimated by naphtho-

resorcin picrate reaction.

Fig. 2. Chromatography of PPDs 

Treated with NaG

 A mixture of 30 mg of PPDs Lot No.4 and 60 mg of 
NaG containing 3 pC of 6-14CNaG in 0.2 M phosphate 

buffer of pH 7.2 was incubated at 37°C for 96 hours. 
The reaction mixture was dialysed against dist. water, 

and was applied to a Sephadex G 50 column (2.0 x 26cm). 
Elution conditions were the same as indicated in Fig.1. 

Amount of NaG in each fraction tube was estimated 

by 14C radioactivity.
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さい に,培 養Lotに よ りPPDsとNaGと の反 応 生成

物 の セ フ ァデ ッ クスG50を 用 い る カ ラム ク#マ トグ ラ

フ ィー に お け る溶 出 曲 線 が 異 な る こ とを 認 め た 。 す な わ

ち 図1に はPPDsLotNo.4(窒 素 含 有量12.28%,糖

20.1%)とNaGと の混 合 溶 液 の セ フ ァデ ッ クスG50

カ ラ ムに よ る溶 出 曲 線 を 示 し,図2に は 同一LotのPPDs

とNaGと の反応生成物の溶出曲

線をそれぞれ示 したが,図1と 図

2と を比較して明らかなように,

PPDsとNaGと の反応生成物で

はNaGは 、PPDsの 第2ピ ークと

一致して溶出してお り,第1編 に

述べたようにPPDsとNaGと の

結合が認められた。しかしなが ら,

今回の溶出曲線では,PPDsの 主

溶出画分は図1,図2に おいていず

れも第1ピ ークであ り,NaGは

第2ピ ークとのみ結合が認められ

た。そこでPPDsの 溶出パターン

が第1編 に述べたLotNo.1～Lot

No.3の 場 合 とは異 な る 点 に着 目 しPPDs Lot No.5(窒

素 含 有量10.09%,糖19.0%),LotNo.6(12.64%,

糖18.4%)に 関 して 検 討 した と ころ,LotNo.4の 場 合

と同 様 な 溶 出 パ ター ン が 得 られ た 。 した が つ て 図3に 示

した よ うに,Sauton培 地 か ら得 られ たPPDsに お い て

は 培 養 工otに よ り溶 出パ タ ー ンAま た はBを 示 す と推

Fig.3. Chromatography of Various PPDs Preparations

Table 1. Physicochemical Properties of PPDs Preparations 

Before and after chromatography 
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察された。

2)変 法培地か ら得 られたPPDsの セファデ ックス

G75に よる溶出曲線

培養濾液単位重量当りのPPDs収 率 の高い変法培地か

ら得られたPPDsLotNo.7～10tNo.10に ついてそれ

ぞ れセファデヅクスG75を 用いるカラムクロマ トグラ

フィーを行なつた結果,図3に 示したようにいずれもほ

ぼ第1ピ ークのみからなる溶出パターンを示した。すな

わち図の溶出パターンCに み られるように,培 養 五〇tに

より溶出パターンに差異は認め られず,変 法培地か ら得

られたPPDsで は性状が近似していると推察された。最

近変法培地によるPPDsに 関 してセファデックスG100

を用いた溶出パターンが藪8)に より報告されたが,セ フ

ァデックスG75を 用 いた著者らの溶出パターソと完全

に一致 している。なおPPDsの 分画に当た り,セ ファデ

ックスG50ま た はG75を 使用 したが,PPDsに 対す

る両者の分子フルイ効果には大差はなかつた。

3)Sautonな らびに変法培地か ら得 られたPPDsの

物 理化学的性状

表1に 各種PPDsに 関 して,セ

ファデックスG50ま たはG75を

用いるカラムクロマ トグラフィー

前後の各画分の性状をまとめた。

溶出曲線Aを 示すPPDsLotNo.

1～No.3は,い ずれも糖,核 酸含有

量が少なくほぼ蛋白質か ら構成さ

れていると推察され,主 溶出画分

A-IIの 性状とほとんど変わらな

い。溶出曲線Bを 示すPPDs Lot

No.4～No.6は,糖,核 酸含有量

がいずれも高 く,分 画によりB-1

は糖50%,核 酸(2一 デスオキシ糖

として)2%弱 を含有するのに対

し,B-IIは 糖,核 酸をほとんど含

有せず蛋白質の性状を示した。溶

出曲線Cを 示すPPDsLotNo.7

～Nα10は 糖含有量が低く,分 画

によりC-1は 核酸をやや多 く含有

するほかはほぼ蛋白質か らなるこ

とが分かつた。以上の結果はUV

の極大吸収にもみられ,す なわち

核酸含有量 ほぼ0.9%以 上 では

255～260mμ に極大吸収を示 し,

280mμ まで幅広い ピークを示す

のに対 し,蛋 白質の性状を主とし

て示す場合には275～280mμ に

鋭いピークがみられた。

次にPPDsお よび各画分の均一

性をディスク電気泳動ならびに超遠心分析によつて検討

した。デ ィスク泳動図を図4に 示 した。溶出曲線Aお よ

びCを 示すPPDsあ るいは画分には単一な強いパン ドが

み られたのに対し,Bを 示すPPDsLotNo。5に そのB-II

画分 を加えると明らかに2本 のバン ドがみられ,し たが

つてB-1,B-II画 分 の等電点あるいは分子量の相違が推

察された。分子量および均一性についてはさらに超遠心

分析を行なつた。合成界面セルを使用した沈降図型は図

5に み られるように,各PPDsと も鋭い対称図型を示し

ほぼ均一と推察された。Archibald法10)11)を 用い沈降平

衡法によりそれぞれの分子量を概算すると,A:19,000,

B-1:45,000,B-II:20,000,C:25,000と 推定された。

次に等電点蛋白分離法により各PPDsの 等電点を推定

した。図6に は通電後溶出したアソフォライソ溶液にお

けるpHと280mμ における吸光度 とを各PPDsに つい

て示 した。この図からそれぞれの等電点を推定すると,

A:4.05,B-1:4.13,B-II:3.69,C:3.70と な り,い

ずれも3.7～4.1近 辺に存在することが分かつた。PPDs

Fig.4. Disc Electrophoresis of PPDs Preparation

AABC

Tris-glycine buffer of pH 8.3,  25•Ž, 200 volts, 3 mA/tube, 90 min 

Amido black 10 B staining

Fig. 5. Ultracentrifuge Patterns from a Run in the 

Synthetic Boundary Cell

ABB

Conditions:12,590r.p,m.25℃,4min、interval,12min。

C

23,150r,p.m.25℃

8min.interval,24min.
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Fig. 6. Isoelectric Point of PPDs by Tlectrofocusing 
Method' Using Ampholyte

A B

B C

Table2. Amino Acid Analysis

が等電点沈殿を起こしやすいことおよびキャリ

ヤーアンフォライ トのpH下 限とPPDsの 等

電点が接近している等の理由から,こ の方法に

よる正確な等電点の推定は困難 と思われる。な

おB-1,B-II画 分について分子量ならびに等電

点の結果を考えると,分 子量はB-IIの ほ うが

小さく等電点はB-IIの ほ うが酸性側にある事

実から,デ ィスク電気泳動における2本 のバン

ドの移動度の大きい画分はB-IIと 推察される。

4)PPDsの ア ミノ酸組成

溶出曲線Bを 示すPPDsLotNo.4のB-1,

B-II画 分ならびにCを 示すPPDsLotNo.8に

関 して塩酸加水分解物のアミノ酸分析を行なつ

た。表2に 各アミノ酸組成を μmo1%で 示 し

、た。B-1,B-IIを 比較すると,プ ロリン含有量

に差がみられ,ま た グルタミン酸量はB-1<

B-IIで あ るが,そ の他のア ミノ酸量にはほと

んど差がみられなかつた。グルタミン酸量の差

異は,両 画分の等電点ならびにデ ィスク電気泳

動の結果をよく説明している。LotNo.8の ア

ミノ酸組成は全体 としてB-1,B-IIと ほぼ同様

であつた。以上の結果から,Sauton培 地,変

法培地のいずれで培養しても得 られたPPDsの

ア ミノ酸組成には大きな差異は認め られないこ

とが分かつた。なお今回のアミノ酸分析では,

シスチン,シ ステイン酸が検出されなかつた。

5)Sauton培 地 から得 られたPPDsの 糖分析

すでにPPDsの 物理化学的性状の項で述べたように,

PPDsB-1画 分 の糖含有量は50%で あ つた。 そ こで

B-1を1N硫 酸を用いて加水分解した後,分 解産物中の

糖の種類および構成比を検索した。ペーパークロマ トグ

ラフィーでは,種 々の標準糖試料を用いて検討した結果,

図7に 示すようにグルコースを主とし,少 量のマンノー

スが検出された。上記構成糖のRf値 が近似していたの

で,硼 酸による錯化合物の形成を利用して分離する高圧

濾紙電気泳動を行なつた結果,グ ルコースの移動度1.0

に対 しマンノース0.71を 示 し両者の存在は明らかにな

つた。次に構成糖の比率な らびに微量成分を検出する目

的 でガスクロマ トグラフィーを行なつた。 図8にB{

加水分解物のガスクロマ トグラムを示したが,標 準糖試

料につき保持時間な らび濃度とピークの面積比との関係

をあらかじめ確認 して行なつた結果,グ ルコース:マ ン

ノース=9:1と 推定され,微 量成分として,フ コース,

キ シロース,リ ボース,2-デ ス オキシリボース等が検出

された。これらは総量でも糖全体の数%以 下であ り,

PPDs中 の多糖体または混在する核酸に由来するかは不

明である。

次にB-Iの 糖部分は蛋白質と結合 しているか否かに
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Fig. 7. Determination of Polysaccharide Component 

in PPDs by Paper Chromatography

Sample : PPDs Lot No. 5 B-1 hydrolysate. Standard : D-Glucose, D-
annose, D-Galactose 
Conditions : Ascending method, n-Butanol : Pyridin : H20=6 : 4 : 3, 20t, 

oyo-roshi No.51-A, p-anisidine staining

 Fig. 8. Gas Chromatography of PPDs Hydrolysate

 Conditions : PPDs Lot No.6 B-1 hydrolysate, 2% x F 1105 (Gas Chrom 

P), 1.8 m x 4mm column HFID detector, N2 gas 70m//min. 140°C

関して検討 した。すなわち構成糖

がアル ドヘキソースであることが

明らかになつたので,等 電点分離

法を用いてB-1を キ ャリヤーアソ

フォライ トpH3～10の アルカリ

側に添加した後通電した。pH4近

辺 に達 した蛋白部分のみを分取し

た後透析 して蕪糖を除去し,セ フ

ァデヅクスG100ま た はポリエ

チレングリコール6,000に て濃縮

後,セ ファデックスG75を 用い

るカラムクロマ トグラフィーを行

ない,各 溶出フラクションについ

て蛋白量を280mμ における吸光

度,糖 量をアンスロン法によりそ

れぞれ測定した結果,溶 出フラク

ションの蛋白部分と糖部分は完全

に一致し,し かも両者の存在比は

ほぼ1:1を 示 した。以上の結果

から,B-1中 の糖部分は多糖体と

して蛋白部分となんらかの結合を

してお り,単 に混入しているので

はないと推察された。

6)各 種PPDsの 「ツ」皮内反

応力価の検定

表3はPPDsLotNo.3,Lot

No.5のB-I,B-II,お よびLot

No.7に ついて死菌感作モルモツ

トに対する 「ツ」皮内反応を予研

PPDs No.15～No.25と 比較 した

ものである。その結果 そ れ ぞ れ

1%の 危険率で力価に有意の差が

M

Table 3. Tuberculin Skin Test of PPDs Preparations

Standard PPDs : YOKEN No. 15—No. 25, potency ratio of 1. 0 Dose : 0.1 ml of PPDs solution (1. 0 pg/ml)/guinea pig
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認められず,ま た動物間にも有意の差が認められなかつ

た。したがつてSauton培 地 あるいは変法培地で培養 し

た場合にも,得 られたPPDsの 「ツ」反応力価には差が

ないことが分かつた。

考 察

今回著者 らは,Sauton培 地ならびに変法培地から得

られたPPDs 10 Lotsに ついて物理化学的諸性状および

力価を検討 した結果を報告した。Sauton培 地か ら得 ら

れたPPDs Lot No.1～No.6で は培養Lotに よ り溶出曲

線Aま たはBを 示すことが分かつたが,常 にA,Bい ず

れかの溶出曲線しか示さないか否かについては今回の例

数か ら結論することはできない。また同一菌株,同 一培

地組成にもかかわ らず,な ぜ産生されるPPDsの 性状が

一定にな らないかについても現在のところ不明である
。

PPDsLotNo.4～No.6は いずれもセファデ ックスG50

に よるカラムクローマトグラフィーにおいてB-I,B-IIを

与 えたが,B-I,B-IIの 物理化学的諸性状の中で窒素含

有量,多 糖体および核酸含有量な らびに分子量はそれぞ

れSeibertら28)に よるA蛋 白,C蛋 白と類似している。

そ こで,そ れぞれについてアミノ酸組成を比較したとこ

ろ,表2に 示した ように塩基性アミノ酸量はA蛋 白>

B-I,C蛋 白>B-IIで あ り,ア スパラギン酸量はA蛋 白

くB-I,C蛋 白くB-IIで あ り,し たがつてA,C蛋 白は

B-I,B-IIよ りも等電点が中性付近にあると推察された。

他のアミノ酸量においてもA蛋 白とB-I,C蛋 白 とB-II

にかな り差異が認められた。 したがつてA,C蛋 白 と

B―1,B-IIと の間には化学的類似性はないと考えられる。

B-Iの 「ツ」皮内反応力価と化学的性状に関して表3

にB-Iと 標準PPDsの 力価との間に有意の差が認めら

れなかつたことを示 したが,「 ツ」活性部分は 「ツ」の多

糖体にあるのではないことを考えるとき,多 糖体を50%

含むB-Iが ほぼ蛋白質か らなるB-II,A-IIと 力価にお

いて差がみられないことは興味ある事実であろう。著者

らはB-Iの 多糖体は蛋白部分 となんらかの結合をしてい

ると推察したが,「シ」皮内反応における多糖体部分の役

割 はそれが蛋白部分と結合している場合には分子量も増

大 し蛋白部分の持つ 「ツ」活性に補助的役割を担 うので

はなかろうかと推察される。このことは,Seibertら の

A蛋 白がB,C蛋 白に比して「ツ」反応活性が高いとい う

報告 とも合 うように思われる。

変法培地か ら得 られたPPDsは,LotNo.7～No.10に っ

いては溶出曲線な らびに化学的組成においてLot間 のば

らつきはみ られなかつた。変法培地から得られたPPDs

に は培養Lot間 のばらつきが少ない ことはすでに報告

されてお り3)8),「ツ」反応力価において標準PPDsと の

間に有意の差がみられなかつたことを考慮すると,培 養

Lotに よる 「ツ」反応力価の再現性ならびに 「ツ」反応

特異性において変法培地か ら得られたPPDsとSauton

培地か ら得られたPPDsと の間に差異が認められないと

すれば,前 者のほ うが診断用「ツ」としてより好ましいと

思われる○なおわれわれが得たPPDsLotNα7～No.9

につ き予研において標準PPDsと 「ツ」反応力価を比較

検討していただいた結果では,こ れらの力価に有意の差

がみられなかつた。

結 論

、Sauton培 地 ならびに変法培地で培養 した培養濾液か

ら得られたPPDsに ついて,そ れぞれ物理化学的性状お

よび 「ッ」反応力価を検討した結果,

1)Sauton培 地から得 られたPPDsは 培養 五Lotに

よ り異なつた物理化学的性状を示 したが,変 法培地の場

合には均一な性状を示 した。

2)Sauton培 地から得られたPPDsを セファデック

スG50を 用いるカラムクロマ トグラフィーセこよつて精

製し,超 遠心分析,デ ィスク電気泳動上ほぼ均一な画分

を得た。

3)PPDsな らびにその精製画分について窒素,糖 お

よび核酸含有量,ア ミノ酸組成,分 子量,等 電点等を検

討した。

4)PPDsな らびにその精製画分の 「ツ」反応力価を

標準PPDsの それと比較し,力 価に有意の差を認めな

かつた。

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,結 核予防会結核研究所湯沢健児博士,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の 「ツ」反応力価の検定ならびにご助言をいただ

きました国立予防衛生研究所浅見望,片 岡哲朗両博士,

糖 のガスクロマ トグラフィーにご協力いただきました東

京大学薬学部薬品分析化学教室今成登志男博士にあわせ

て感謝いたします。

本研究の要旨は第44回 日本結核病学会総会において

発表した。
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