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精 製 ツ ベ ル ク リ ン(PPDs)と グ ル ク ロ ン酸 ナ ト リ ウ ム 、と の 結 合

第3編Sauton変 法培地か ら得 られたPPDsと グル クロン酸ナ トリウム(NaG)

との結 合物(PPDs-G)の 製法 とそ の性状につい て
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In the previous papers, the authors reported that. PPDs from Sauton medium chemically 

combined with sodium glucuronate (NaG) under physiological conditions and that PPDs from

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

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

In order to prepare PPDs-G in homogeneous and reproducible state, we made PPDs from 

modified Sauton medium, and react them with NaG by simillar method as described in part I, 

and obtained PPDs-G. This paper presents the method of preparation of F'PDs-G and its 

physicochemical and biological properties.

A mixture of PPDs and NaG (containing 5ƒÊC of 6-14C-NaG) in the ratio of 1 to 5 by 

weight in 0.2M phosphate buffer of pH 7.2 with a small amount of antiseptic were incubated 

at 38•`40•Ž for 110•`120 hours. The reaction mixture was then dialyzed against distilled 

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

of Sephadex G 75. As seen in Fig. 1, elution curve of NaG was found to coincide with the 

first peak of PPDs, while by chromatography of a mixture of NaG and PPDs, the former 

could be completely separated from the latter. This suggests that PPDs combines with NaG.

 By calculation of NaG/PPDs in each fraction tube, it was found that the amount of NaG which 

was combined with PPDs would be at about 2-3% by weight of PPDs.

Physicochemical properties of PPDs-G were as follows:

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

(b) PPDs-G showed 2 bands in disc electrophoresis, using Tris-Glycin buffer of pH 8.6, 

one of which had a larger electrophoretic mobility than that of PPDs itself (Fig. 2). Isoelec

  tric point of PPDs-G was estimated to be about 3.5•`3. 7 by electric focusing in pH gradients 

  (Fig. 3).

(c) The reduction of basic amino acids content was observed in PPDs-G by amino acid 

analysis (Table 1).

Biological properties of PPDs-G were as follows:

(a) By tuberculin skin test, no significant difference was observed between the potencies
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of PPDs and PPDs-G.

(b) The tuberculous 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 that in the group 

injected with PPDs (Table 2).

(c) An attempt has been made by our coworkers to use PPDs-G as therapeutic agent 
against tuberculosis by combining them with chemotherapeutic agents. Preliminary study on 

the clinical effect is now under way.

We further examined physicochemical properties of PPDs preparations from modified Sau

ton medium by measuring the contents, of nitrogen, sulfur, sugar, nucleic acids, or by ultra

centrifugal analyses. As shown in Table 3, it was assumed that PPDs was not a pure sub

stance as yet, but there was slight difference in physicochemical properties from Lot to Lot.

緒 言

第1編1)に おいて著者 らは,Sauton培 地 か ら得 られ

るPPDsとNaGと を生理的条件下に反応 させてPPDs-

Gを 得 ることを報告 した。性状において均一かつ再現性

のあ るPPDs-Gを 得 るためには,均 一なPPDsを 出発物

質 としなけれ ばな らない。 しか し な が ら,す でに第2

編2)に述べた ように,Sauton培 地 か ら得 られ るPPDs

は培養Lot.に より物 理化学的性状が異 な り,ま た 培養

濾液単位量 当 りの収率が低い のに対 し,ア スパ ラギ ソを

倍量添加 したSauton変 法培地(以 下変法培地 と略 す)

か ら得 られ るPPDsは 培養Lot.に よるば らつ きが少な

くほぼ均一 な性状を示 し,収 率 も比較的高 く,さ らに,

「ツ」皮 内反応力価において も原培地 より得 られ るPPDs

のそれ と比較 して有意の差が認め られ ない ことが明 らか

に なつた。

そ こで今 回著者 らは,変 法培 地 か ら得 られ るPPDs

とNaGを 反応 させ両者は化学的に結合す ることを明 ら

かに し,さ らに?PDs-Gの 物 理化学的性状 をデ ィス グ

電気泳動,等 電点蛋 白分離法,窒 素分析,ア ミノ酸分析

等に よ り,ま た塗物学的性状を 「ツ」皮内反応力価,結

核動物に対す る死亡率の観察等に よ りそれぞれ対応す る

PPDsの 性状 と比較検討 した。

なお,す でに第2編2)で は,Sauton培 地 由来 のPPDs

と比較す るために変法培地か ら得 られ るPPDsの 性状

のい くつかを報告 したが,そ の後新たな知見が得 られた

ので,そ れ らを 慰併せて報告 したい。

実験材料な らびに方法

1) PPDs:人 型結核菌青山B株 を 変法培地 で培養後,

培養濾液か ら℃e量bertら の方法3)にご準 じて精製 した。

2) PPDs-Gの 調製:PPDs-Gを 調製す る際 に,あ ら

か じめ反応液組成,反 応温度,時 間等反応条件を検討 し

た結果,"PPD餅 の変 性,「 ジ」反 応力価 の 低 下,反 応液

の着 色等 が比較的少な く,か つ 再 現 性 のあ るPPDs-G

を得 る反応条件 として,PPDs:NaG=1:5で,防 腐剤

チ メロサ ール 約0.05%添 加,0.2～0.3M燐 酸 緩衝液

(pH7.2)中 遮光下に38～40℃,110～120時 間 反応後

反応液 を透 析 しセ ファデ ックスG100で 濃 縮 後,セ フ

ァデ ックスG75を 用い るカラム グロマ トグラフ ィーを

行い,PPDs-G溶 出画分 を分取 し,脱 塩後凍結乾燥す る

方法が適当である ことがわ か り,変 法培地か ら得 られ る

PPDsとNaGを 上記条件下に反応 さ せ てPPDs-Gを

調製 した。

3) PPDsとNaGと の結合比の決定:す でに報告 し

た 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1),NaGの 一部に6位14C標 識NaG

を用い,PPDs-Gの 調製の項に準 じてPPDsと 反 応 さ

せ,セ ファデ ックスG75を 用 いるカラム グロマ トグラ

フィーにおけ るPPDs-G中 のPPDs量 を280mμ 吸光

度の測定に より,NaG量 を 液 体 シ ンチ レーシ ョンカウ

ソター(ヌ グレアシカ ゴ社製 マー グ1型)に よつ て計測

された放射能の 強 さ か ら算 出 した。PPDsと 結合 した

NaG量 はPPDs当 りのNaG重 量%で 表示 した。

4) PPDs-Gの 物理化学的分析法

a)　 窒素分析:デ ュマ法 に よ りPPDs-G凍 結乾燥物

の窒素含有量(%)を 測定 した。

b)　 デ ィス グ電気泳動:第2編2)参 照。

c)　等電点蛋 白分離法:第2編2)参 照。

d)　 ア ミノ酸分析:PPDs-Gを 塩 酸 加 水 分解後常法

に より処理 し,日 立KLA3B型 ア ミノ酸分析計 によ り

測定 した。 なお,対 応す るPPDsに つ いても同様 に分析

した。

5) PPDs-Gの 生物学的検討

a)　 「ツ」反応力価の 検 定:第1編1)に 準 じて 行 つ

た。

b)　 結核動物に対す る致死作用:第1編1)の 方 法 によ

つた。

6)　 変法培地か ら得 られ たPPDsの 物理化学的分析



1 9 7 2 年 7 月 2 2 9

法

a)　 硫 黄:PPDs含 有 微 量 硫 黄 の定 量 は,動 的 酸 素 ア

ラス コ燃 焼 法 に よる 硫 黄 の 微量 分 析 法4)に よつ た 。

b)　 糖:ア ン ス ロ ン法 に よ りD-グ ル コ ース 量 に 換 算

し て 測 定 した 。 第1編1)参 照 。

c)　 核 酸:ジ フ ェニ ル ア ミン法 に よ り2-デ ス オ キ シ

D-リ ボ ー ス量 に 換 算 して測 定 した 。 第2編2)参 照 。

d)　 ウ ロ ン酸:ナ フ トレゾ ル シ ン ピ クラ ー ト法 に よ り

Fig. 1. Chromatography on a Sephadex G 75 
Column of PPDs Treated with NaG

30mg of PPDs Lot. No.7 from modified Sauton medium 

and 150mg of (NaG+5ƒÊC of 6-14C NaG) in 0.2M phosphate 

buffer of pH7.2 with a small amount of antiseptic were 

incubated at 39•Ž for 110 hours. Reaction mixture was then 

,dialyzed against distilled water. Dialysate was condensed 

using Sephadex G 100 and was applied to acolumn (0.9•~48

cm). Elution was carried out with 1/45M phosphate buffer 

of pH 7.2. The flow rate was about 5ml per hour and

 ,effluent fraction of 2.1ml was collected.

: PPDs mg/fraction tube

: Bound NaGAug/tube

: Bound NaG/PPDs/tube

Fig. 2. Disc Electrophoresis of PPDs and PPDs-G using 

Polyacrylamide

Conditions: Tris-Glycin buffer of pH8.3, 25•Ž, 200 volts, 

3mA/tube, 90min. Amido black 10 B staining.

NaGに 換 算 して 測 定 した 。 第1編1)参 照 。

e)　 ヘ キ ソー ス とペ ン トー ス:Discheら に よ る シ ス

テ イ ン硫 酸 法5)に 従 つ た 。 す な わ ち,D-グ ル コー ス,D-

ア ラ ビ ノー ス を標 準 糖 と し,吸 光 度414mμ-380mμ,

390mμ-424mμ の差 か らそ れ ぞ れ ヘ キ ソー ス,ペ ン ト

ー ス量 を 算 出 した 。 また 発 色48時 間 後 の 色 調 の変 化 か

ら定 量 す る方 法6)も 行 つ た。

f)　 超 遠 心分 析:第2編2)で は,変 法 培 地 か ら得 られ

たPPDs LotNo.8に つ い て 沈 降 平 衡 法 を 用 い て 分 子 量

を25,000～27,000と 推 定 した。 今 回PPDsの ア ミノ酸

組 成 と関 連 し,培 養Lot.に よ りPPDsの 分 子 量 が異

な るか 否 か を 検 討 す るた め に,沈 降 速 度 法 に よ り沈 降 係

数S20wを 求 め た 。 す な わ ち,0.1M塩 化 カ リ ウ ム含 有

1/30M燐 酸 緩 衝 液(pH7.3)に0.3%,0.15%に な る

よ うにPPDsを 溶 解 し,20℃,56,000rpm,16分 間 隔

で 撮 影 した 。

g)　 ゲ ル濾 過 法 に よる分 子 量 の推 定:2.5×100cmカ

ラ ムに セ フ ァデ ッ クスG200ま た はG100を 充 填 し,

ブ ル ーデ キ ス トラン2,000(フ ァル マ シ ア 社 製)を 標 識

試 料 と して,PPDsの 溶 出 量 か ら分 子 量 を 推 定 した 。 あ

らか じめ 分 子量 既 知 の数 種 混 合 試 料 溶 液 を 用 い て 溶 出量

と分子 量 との 関係 を求 め て おい た 。 なお,溶 出量 と分 子

量 との 関 係 はAndrew7)8)お よびDetermanng)の 方 法 に

よつ た 。

実 験 結 果

1)　 変 法 培 地 か ら得 られ るPPDsとNaGと の 結 合

PPDs Lot.No.7(N:14.72%)30mgとNaG+6-14C-

NaG150mgを 反 応 さ せ て 得 られ た 生成 物 の セ フ ァデ ッ

ク スG75を 用 い る カ ラ ム ク ロマ トグ ラ ム を 図1に 示 し

た 。 溶 出パ タ ー ンか ら明 ら か な よ う に,主 溶 出画 分 は

C-1(第2編2)参 照)の み で あ り,NaGの 溶 出 曲線 もC-1

に 完 全 に 一 致 し てい た 。 さ らに,PPDs-G中 のNaGと

PPDs比 を 各 フ ラ ク シ ョンに つ い て求 め る

とほ ぼ2～3:100を 示 した 。 次 に 同上 の反

応 条件 で,PPDs Lot. No.8(N:14.42%)

とNaGを 反 応 させ た結 果,図1と 同様 な

結 果 が得 られ,PPDs-Gの 再 現 性 が 認 め ら

れ た 。

2) PPDs-Gの 物 理 化 学 的 性 状

PPDs Lot.No.7お よびLot.No.8と

NaGか ら得 られ たPPDs-G凍 結 乾 燥 物 の

窒 素 含 量 は そ れ ぞ れ13.78%,13.69%で

あ り,対 応 す るPPDsの そ れ よ り0.8～

0.9%の 減 少 がみ られ た 。 こ の結 果 か ら,

PPDsとNaGと の化 学 的結 合 が 推 察 さ れ

る。

次 にPPDs-Gの 均 一 性 な らび に 等 電 点

を推 定 す るた め に,デ ィス ク電 気 泳 動,等
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電点蛋 白分離 法 を 行つた。PPDs Lot. No.7お よびそ

のPPDs-Gの 移動度を比較 した結果 図2に み られ るよ

うに,PPDs-Gで はPPDsよ り移 動 度 の大 きい バン ド

とほぼ同'じ移動 度を示す計2本 のバン ドがみ られ,PPDs

とNaGと の化学的結合が示唆 され た。 しか し,PPDs-

Gと 推察 され るバン ドはやや幅広 く,PPDsとNaGと

の結合比たはやや ば らつ きがある ように思われ た。等電

点 蛋 白分 離 法 を用 い て両 者 の等 電 点 を 比 較 した と こ ろ,

図3に 示 した よ うに,PPDs Lot. No.8で は3.7と 推

定 さ れ,そ のPPDs-Gで は ほ ぼ3.5と 推 定 され た 。 し

か しな が ら,PPDs-Gで はpH3.5～3.7の 範 囲 にや や

幅 広 い ピ ー クを示 した 。

次 にPPDsとPPDs-Gの ア ミ ノ酸 組成 を比 較 した 。

表1にPPDs Lot.No.8～No.10お よびPPDs-G (PPDs

Fig. 3. Isoelectric Point of PPDs and PPDs-G by Electrofocusing in pH Gradients

Conditions: Carrier Ampholyte: pH 3.0.•`6.0, 700 volt, 48 hours, PPDs or DDDs-G: Lot. No.8,3•`5mg, 

Ampholinecolumn: 110 ml,1.8ml/tube

Table 1. Amino Acid Content of PPDs and PPDs-G

Leftcolumn: the content of amino acid calculated from that of threonine as 1.0000. Right column: the number of

 each amino acid/mole ofPPDs Lot. No.8, molecular weight of which was referred to 25,000.

PPDs-G Lot. No.8-PPDs Lot. No.8 •¢2): PPDs Lot. No.10-PPDs Lot.No.8.
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Table 2. Death of Tuberculous Animals by PPDs and PPDs-G

Group:
 A: PPDs Lot No.7 0.5mg/ml, 0.2ml/100g of body weight

B: PPDs-G (Lot No.7) 0.53mg/ml, 0.2ml/100g of body weight
C: PPDs Lot No.7 0.75mg/ml, 0.2ml/100g of body weight
D: PPDs-G (Lot No.7)0.80mg/ml, 0.2ml/100g of body weight
E: PPDs Lot No.8 0.5mg/ml, 0.2ml/100g of body weight
F: PPDs-G (Lot No.8) 0.52mg/ml, 0.2ml/100g of body weight

Guinea pigs were infected with M. tuberculosis subcutaneously. Various weeks after infection, the tuberculous 
animals were injected subcutaneously with PPDs or PPDs-G. The number of dead animals 24 or 48 hours after the 
injection of each group was calculated.

Table 3. Physicochemical Properties of PPDs Preparations from Modified Sauton Medium

Lot.No.8よ り調 製)の ア ミノ酸 組 成 を 示 した 。 まず,

PPDs間 で 比 較 的 含 量 に ぼ らつ きの 少 な い ス レオ ニ ン量

を1,000と し,ス レオ ニ ンに 対 す る各 ア ミノ酸 の組 成

比 を 求 め,次 にPPDs Lot. No.8の 分 子 量 を 超 遠 心 分

析 法 よ り求 め た値 す なわ ち25,000と し,同 様 に し てあ

らか じめ 求 め た各 ア ミ ノ酸 に 関す るPPDs-G/PPDs Lot. 

No.8, PPDs Lot. No.9/PPDs Lot. No.8, PPDs Lot.

 No.10/PPDs Lot. No.8よ りそ れ ぞ れPPDs-Gな らび

に 各Lot.PPDsの ア ミノ酸 数 をPPDs1分 子 当 りで 算

出 した。 そ の 結 果,PPDs-Gで は 対 応 す るPPDsに 比

し塩 基 性 ア ミノ酸 含量 の 減 少 が み られ た が,PPDs Lot.

間 で は プ ロ リン,イ ソロ イ シ ン以 外 ほ とん ど ア ミノ酸 量

に 差 が認 め られ なか つ た 。

3) PPDs-Gの 生 物 学 的 検 討

a)　 「ツ」反応力価:PPDs Lot. No.7お よびPPDs-

Gに つ いて,国 際標準PPDsと 等 力価の予研PPDs15-

25と 力価を比較 した結果,い ずれ も予研PPDsと 力価

に有意の差が認め られなかつた。 した が つ てPPDsに

NaGが 結合 して も 「ツ」反応力価への影響 は な い と考

え られ る。

b)　 結核モルモ ッ トに対す る致死作用10)

結核モルモ ッ トにPPDs Lot.No.7,No.8お よびそ

れ らのPPDs-Gを 皮下注射 した結果,表2に 示 され る

ように,感 染方法,感 染 後の期 間,動 物個体差 によ りば

らつ きはみ られ るが,PPDs-G担 与群 はPPDs投 与 群

に比 して死亡率 の低 下の傾 向がみ られ た。

4)　 変法培地か ら得 られるPPDsの 物 理 化 学的性状

について
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すでに第2編2)に おい て著者 らは,変 法培地か ら得 ら

れたPPDsの 物理化学的性状に 触 れ た が,今 回はそ の

後新たに判明 した性状を含め表3に ま とめた。表 にみ ら

れ るよ うに,窒 素含量ではLot.間 にほ とん ど差 がみ ら

れ なかつた。核 酸量(2-デ スオキ シD-リ ボース量)は

0.5～1.7%で あ り,そ の量 の多少に よ りPPDsのUV

極大吸収波長を異にす ることがわかつた。 糖量 は,ア ン

ス ロン法ではグル コース と発色を異 に し,測 定 できなか

つた。おそ らくヘキ ソース は 存 在 せ ず,ア ソスロンは

PPDs中 の トリプ トファンと反応 して発色 したた め と考

え られ る。次に シス テイ ン硫 酸法に よりグル コース(ヘ

キ ソース),ア ラビノース(ペ ン トース)とPPDsと を

比較す ると,PPDsに おいてはヘキ ソース量は 負 とな り

測定で きなかつたが,ペ ン トース量 はア ラビノース量 に

換算 し,0.7～1.0%含 まれてい ると推察 され た。 しか

しなが ら,発 色後の極大吸収波長がア ラビノースのそれ

と完全には一致 しなかつた事実か ら,PPDs中 の構成糖

はア ラビノースのみではない ようであ る。なお,ペ ン ト

ース として検出された値に核酸 由来の2-デ ス オキ シD-

リボ ースを含む か否かを検討 したが,後 者は システイン

硫酸法では発色 しなかつた。

次に,PPDsは 微 量 の硫黄(以 下Sと 略 す)0.56～

0.92%(表3)を 含有 し,Lot.間 にやや差が 認 め られ

た。一 方ア ミノ酸分析 に よ り,PPDs1分 子 中 にS含 有

ア ミノ酸 として メチオ ニン3.8～4.0モ ルの存在 が認 め

られたが,シ ステイン酸な らびにシスチンは微量認 め ら

れたにす ぎない。そ こで,超 遠心分 析 に よつ て分子量

25,000と 推定されたPPDs Lot. No.8に つ きS含 量 と

メチオ ニン量か ら算出 したS含 量 を比較す る と,そ れ ぞ

れ0.56%,0.51%と な り,両 者はほぼ一 致 した値を示

した。 しか しなが ら,他 のLot.のPPDsで はS含 量

0.7～0.9%と やや 高 く,ア ミノ酸組成において は そ れ

ぞれ大差がみ られない ことを考慮す ると,分 子量 がLot.

間において異な るのではなかろ うか と推測 した。沈降速

度法に よる各Lot. PPDsのS20Wは 表3に み られ る よ

うに,1.75～1.9と 小 さい値を示 しLot.間 では差 がみ

られなかつた。また,ゲ ル濾 過法に より分 子量 を推定す

る方法では,い ず れ も予 測 され た 分 子 量 す なわ ち約

25,000よ りかな り高い分子量を示 唆す る溶出量 が み ら

れたが,Lot.間 では溶出量に差がみ られ なかつ た。 以上

の結果か ら,PPDs Lot.間 において分子 量 に は 大差 は

ない と推察 された。

考 察

著者 らは,Sauton変 法培地 か ら得 られ たPPDsに

NaGを 作用 させ ると,両 者は化学的に結合 す る こと,

な らびに結合物PPDs-Gの 諸性状につい て 報告 した。

PPDs-Gの 調製におけ る再現性は認め られたが,性 状の

均一性 に関 してデ ィス ク電気泳動 な らびに等電点蛋 白分

離法 によ り検討 した ところ,い ずれ もやや幅広い ピーク

を示 しPPDs-G中 のPPDsとNaGと の結合比にやや

ば らつ きがあ る ように思われた。 この 点 に 関 しては,

PPDs-Gの 性状が両分析法 の測定限界に近いため,今 後

さ らに検討 を要す るもの と考 え られ る。次にPPDs-G

のア ミノ酸組成 につ き対応す るPPDsの それ と比較 した

ところ,PPDs-Gで は塩基性 ア ミノ酸 リジ ン,ヒ スチ ジ

ン,ア ルギニソにおい てそれぞれ1.9,1.0,1.6モ ル減

少 がみ られた が,他 のア ミノ酸量 にはほ とん ど差がみ ら

れ なかつた。一方,先 に6-14C-NaGを 用いてPPDs-G

を調製 した際,PPDs-G中 のNaGとPPDsと の結合比

は2～3:100と 推定 した。PPDsの 分子量 を25,000と

仮定す ればPPDsに 結 合 したNaGはPPDs1分 子当

り3～4モ ル とな り,こ れ はPPDs-Gに お け る塩 基性

ア ミノ酸量 の減少 の和 とほ ぼ 一 致 す る。 したがつて,

PPDs1分 子中の塩基 性ア ミノ酸 数す な わ ち23～24コ

の約15%とNaGと が結合 した ことにな る。 これに関

連 して,共 同研究者 谷村 ら11)は,NaGと 卵 白アルブ ミ

ンとの結合物 につい てNaGは 卵 白アルブ ミンの リジン

20コ 中5～7コ と結合 してい るであ ろ う と報 告 してい

る。上記球状蛋 白質 の場合 に 比 べ,PPDsは-S-S-結

合 がほ とん ど存在 しない点お よび ゲル濾過法に よる分子

量 と溶 出量 との直線関係があ ま り成立 しない点か ら鎖状

蛋 白質 と推察 され るので,PPDs-Gの 調製 の項に示 した

よ うな緩和 な反応条件 ではPPDsの 塩 基 性 ア ミノ酸中

約15%とNaGと が安定 な化学結合を有す るものと推

察され る。 なお,蛋 白質 とNaGと の化学的結合様式に

関 しては今後検討 して報告 したい。

今回得 られ たPPDs-Gの 「ツ」反 応 力価は対応す る

PPDsの それ と比較 して差異がみ られ なかつた。 したが

つ て,PPDsに おいてNaG結 合部位は 「ツ」活性部位

とは異 なる と推察 され る。 また結核動物 に対す る致死作

用 ではPPDs-G投 与群 におい て死亡率 の減少 の傾 向が

み られ た。 この致死作用 は結核 に特異的 ないわ ゆるアレ

ルギー反応 に よる とも考 え られ るが,そ の作用機作は 明

らか ではな く,し た がつ てPPDs-Gが 結核動物に対 し

て どの ような致死作用 の軽減を もた らしてい るかは不 明

である。 しか しなが ら,少 な くともPPDs中 の 塩基性

ア ミノ酸 の一 部の化学的修飾 によ りこのよ うな作用を示

した ことは興 味がもたれ る。 今後 「ツ」反応 力価 に影響

のない範 囲でNaGの よ り多 く結 合 したPPDs-Gを 調

製 し結核動物 に対す る毒性 作用等 を比較検討す る必要 が

あろ う。

なお,最 近Mirzoyan12)は,「 ツベ ル クリン療法 の理

論 と実 際」 と題す る総説に ソ連 におけ るツベル クリン療

法の歴史な らびに化 学療法剤 との併用 に よる結核 治療 の

現状について述べてい る。 一方 今 回 得 られ たPPDs-G
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を用い,PAS・INA・SM3者 との併用に よる治 療 実 験が

羽鳥 ら13)によつ て現在進行中であ る。

次 に,変 法培地か ら得 られ るPPDSは 培養Lot.間 で

ほ とん ど性状に差 がみ られ ない ことが窒素分析,糖 核

酸分析,分 子量測定,ア ミノ酸分析等に よ り明 らかにな

つた。す なわ ち上記PPDsはSauton培 地 由来 のPPDs

と比較 して性状においてば らつ きが少ない ことがわかつ

た。そ の他糖含量が著 し く少 な くさ らにヘキ ソースをほ

とん ど含 まない ことが特徴であ る。 この点ヘキ ソースが

糖部分 の主成分 であるSauton培 地 由来のPPDsの 「ツ」

反応活性 と上記PPDsの それ との比較は,「 ツ」活 性に対

す る糖部分 の役割 の研究 と して興味が もた れ る。PPDs

 Lot.間 に おけ るS含 有量 の ば らつ きとア ミノ酸組成な

らびに分子量 との関係については ア ミノ酸組成,分 子量

ともLot.間 に差がみ られ なかつた ので,こ のば らつ き

はS含 量測定の誤差範囲 内とも考え られ る。 しか しなが

ら超遠心分析におけ る沈降図型では鋭い単一 ピークがみ

られなかつた ことを考慮す ると,変 法培地か ら得 られ る

PPDsが まだ単一物質 ではないため と推察された。

結 論

1) Sauton変 法培地か ら得 られたPPDsとNaGを

反応 させた結果,PPDsとNaGと は 化 学 的 に 結 合 し

PPDs-Gを 得 ることがわ かつた。

2) PPDs-Gの 物理化学的性状を,窒 素分析,ア ミノ

酸分析,デ ィス ク電気泳動,等 電点蛋白分離法等に よ り

それぞれ検討 した ところい ず れ もPPDsとNaGと の

結合を示 唆す る結果を得た。

3) PPDs-GとPPDsと の 「ジ」反 応 力 価には差 が

み られず,結 核 動物に対 す る 致死作用ではPPDs-G投

与 群のぼ うがPPDs投 与群 より死亡率 の低 下の傾向がみ

られた。

4)　 変法培地か ら得 られたPPDsの 物 理化 学的性状を

さ らに検討 した結 果,ま だ単一物質ではない ようである

が,培 養Lot.間 では これ らの性状に ほ とん ど差 がみ ら

れなかつた。

5)　 したがつて上記PPDsを 使用 す る こ とに より,

再現性があ りかつほぼ均一なPPDs-Gを 調 製 す ること

がで きるよ うになつた。

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 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-Gの 「ツ」反応力価 の検 定 に ご援

助を賜 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PPDs-G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,終 始結核菌培養濾液 を提供 していただ き

ま した結核予防会結核研究所の諸氏に深謝いた します 。

本研究の要 旨は第45回 日本結核病学会総会において

発表 した。
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