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Proteinic substances were separated as needle crystals from unheated culture filtrate of the 

strain H37Rv of Mycobacterium tuberculosis grown in Sauton medium by saturated ammonium 

sulfate following fractionation with starch blook zone electrophoresis.

(1) Crystals of the same appearance were also found in the extract from surface large of 

the bacilli of M. tuberculosis and in culture filtrate of the strain ATCC 14468 of M. smegmatis 

Proskauer Beck medium could be substituted for Sauton medium and Pevikon used instead of 

starch for supporting medium of the zone electrophoresis.

(2) The crystals were not separated in a particular fraction with saturated ammonium 

sulfate, but the concentration at 60% was of the best condition. Crystallization occurred in 

broad areas ranging from pH 2 to pH 9.

(3) Proteinic crystal was found to consist of pleural proteins and referred to as Mixed 

Crystal Tuberculoprotein (MCTP). MCTP separated from 0•`50% SAS fraction was composed 

of ƒ¿, ƒÁ and other proteins, and in contrast, that from 50•`70% SAS fraction ƒÀ and other 

 proteins.

(4) A glycoprotein associated with MCTP was detected from culture filtrate of M. tuberculosis, 

and separated by gel filtration using a Sephadex G-100, ion exchange chromatography with a 

DEAE sephadex A-25 as well as affinity chromatography with the aid of a Con A sepharose. 

This glycoprotein was assumed to form the nucleus of crystals.

(5) In addition of MCTP, an extracellular protein other than ƒ¿ and ƒÀ antigens, named ƒÁ 

antigen, was separated and purified from culture filtrate of M. tuberculosis. The distribution of 

ƒÁ antigen was examined by the Ouchterlony's method. It was demonstrated in M. tuberculosis, 

including resistant strains against various drugs, and M. bovis , but not in M. kansasii, M. 

inarinum, M. scrofulaceuni, M. intracellulare-aviuin complex, M. fortuitum, M. chelonei and 

M. smegmatis.

According to, the authers' further investigation, it seems better to replace the term "crystal" 

with "paracrystals".

*From the Department of Bacteriology, Hiroshima University School of Medicine, 1-Chome Kasumi, 

Hiroshima 734 Japan.
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米 田 ・福 井1)2)に よ つ て 結 核 菌 の タ ンパ ク質 性 抗原 α

お よび β が 分 離 ・精 製 され て以 来,こ の 方面 の研 究 は

進 展 せ ず,わ ず か にDaniel and Ferguson3)に よ りa1

お よびa2抗 原 の分 離 が 報 告 され て い るに す ぎな い。

わ れ わ れ は ヒ ト型 結 核菌H37Rv株 の非 加 熱 培 養 濾 液

の35%飽 和 硫 安(SAS)で 沈 殿す る タ ンパ ク質 を デ ン プ

ン分 域 電 気 泳 動 に よ り分 画 し,分 画液 にSASを 加 え る

と 肉眼 的 に 観 察 され る大 き さの タ ンパ ク質 性 の結 晶 の析

出 が み られ る とい う思 い が け な い現 象 に遭 遇 した。 こ の

結 晶 は,こ れ を溶 解 してSASを 加 え る のみ で は再 結 晶

とは な らな い が,再 び デ ンプ ン分 域 電 気 泳 動 を 行 なつ て

SASを 加 え る と析 出 して くる こ とか らSeibertの 報 告

した結 晶4)と は 異 な る もの と思わ れ た 。種 々検 討 の結 果,

こ の結 晶は タ ンパ ク質 性 では あ るが,単 一 な タ ンパ ク質

に よ る も の では な く,数 種 の タ ンパ ク質 に よつ て構 成 さ

れ る混 晶 で あ り,し か も糖 タ ンパ クがそ の核 に なつ て い

る ら しい とい う興 味 深 い知 見 が得 られ た ほか,混 晶 の構

成 タ ンパ ク と して既 知 の α,β 以 外 に γ と名 づ け る タ ソ

パ ク質 を も分 離 ・精 製 しえ た の で以 下 報 告 す る。

材 料 な らび に 方 法

1.　 培 養 濾 液 の調製:ヒ ト型 結核 菌H37Rv株(Tru-

deau研 一 阪 大 微 研 か ら分 与 され た)をSauton培 液(1l

の 三 角 フ ラス コに200mlず つ 分 注)に3～4週 間,37℃

で 浮上 培 養 し た の ち,glass filter次 い でMillipore

 lterで 濾 過 した。

2.　 培 養 濾 液 の塩 析濃 縮 と硫 安 分 画:培 養 濾 液 にdi-

sodium ethylenediaminetetraacetate(EDTA)を2mM

お よびethylenediamine-di-o-hydroxyphenylacetic acid

(EDDHA)を0.2mMに な る よ う に 添 加 後,硫 安 を

70%飽 和(472g/l)に な る よ うに加 え て氷 室 内 で撹 拝 し,

析 出 した 沈 殿 物 を 遠 心 分 離(12,000rpm,連 続 遠 心)し

て集 め,1mMEDTA含 有0.05MTrisaminomethane

 buffer,pH7.5(以 下0.05MTrisCl ,pH7.5)に 対

して 透 析,溶 解 した 。 これ を100,000×g,60分 超 遠 心

Fig. 1. The Fractionation Procedure Employed

 for Crystallization from Mycobacteri al 

Culture Filtrates

して不 溶 物 を 除 き,上 清 を 希釈 後,必 要 に応 じ35鬼,

50%お よび70%SASに 分 画 を 行 な つ た 。

3.　 デ ン プ ン分 域 電 気 泳動 法5):幅3ま た は10cm,

高 さ1.5cm,長 さ31cmの デ ンプ ンブ ロ ッ クの陰 極 側

よ り10cmの 個 所 に1.0cm幅 に 材 料 を 充 填 し,2m氏/

cm2で16～18時 間 氷 室 内 で0.05MVeronal buffer,

pH8.6を 緩 衝 液 と して電 気 泳 動 を 行 な つ た 。 泳 動 後,

デ ンプ ンプ ロ ヅクを 幅1.0cmず つ に 切 り出 して,太 目

の試 験 管 に 入 れ,4ま たは10m1の0.05Mpotassium 

phosphate buffer,pH7.6を 加 え て よ く攪 拌 後放 置 し,

各 試験 管 の上 澄液 の一 部 は タ ンパ ク量 の測 定(Lowryら

の 方 法6))に あ て,2つ の大 き い ピー クに はSAS(pH

7.5)を 加 え て氷 室 内 に放 置 した 。

4. γ 抗 原 の分 離 ・精 製:35%SAS分 画 を デ ン プ ン

分 域 電 気 泳 動 し,易 動 度 の お そ い 分 画 中 に 析 出 した 結 晶

を ガ ー ゼ で濾 過 して 除 い た 残 りの 沈 殿 して い る タ ンパ ク

質 を 出 発 材 料 と し,SephadexG-200(カ ラム:直 径

2.64cm,長 さ100cm;緩 衝 液:0 .05MTrisCl,pH

7.5)で ゲ ル濾 過,次 い でDEAEcellulose(カ ラ ム:直

径1.5cm,長 さ30cm;緩 衝 液:0.5mMEDTA含

有0.02MTrisaminomethane buffer,pH8.0(以 下

0.02MTrisC1,pH8.0)に 食 塩濃 度 を0か ら0 .2M

に 直 線 的 に増 加 させ る)に よ るイ オ ン交 換 ク ロマ トグ ラ

フ ィー を 行 な い,得 られ た タ ンパ ク質 を γ抗 原 と名 つ げ

た。 そ の 抗原 性 お よび 純 度 の検 討 はOuchterlony法7),

Fig. 2. The Fractionation Procedure used for

 Isolation of Mixed Crystal Tuberculo

 protein-Glycoprotein from Mycobacterial
 Culture Filtrates
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交 差 免 疫 電 気 泳 動 法8)お よ びSDSポ リア ク リル ア ミ ド

ゲ ル電 気 泳 動 法9)で 行 な つ た。

5.　 混 晶性 糖 タ ンパ ク の分 離 ・精 製:50～70%SAS

分 画 を 出発 材 料 と し,SephadexG-100(カ ラ ム:直 径

5cm,長 さ100cm;緩 衝 液:0.05MTrisCl,pH7.5)

で ゲル濾 過 し,100,000×9,120分 超 遠 心 でlipopolysac-

charideを 除 き,次 い でDEAEsephadexA-25(カ ラ

ム:直 径l.9cm,長 さ45cm;緩 衝 液:0.02MTrisCl.

pH8.0に 食 塩 濃 度 を0か ら0.5Mに 直 線 的 に増 加 さ

せ る)に よ る イ オ ン 交 換 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー を 行 な つ

た 。 各 分 画 液 に つ い て280nlnの 吸 収 お よび フ ェ ノー

ル ・硫 酸 法10)に よつ て 中 性 糖 の定 量 を 行 な つ た。 更 に精

製 の た め,Con A sepharose(カ ラム:直 径1.9cm,

長 さ20cm)に よ る 吸 着 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー を 行 な い

0.1M borate buffer,pH6.0で 糖 タ ンパ クを 溶 出 し

た 。

成 績

1.　 結 晶 の析 出:ヒ ト型 結核 菌H37Rv株 の非 加 熱 培

Photo. 1. Mixed crystal tuberculoprotein from 
35% SAS fraction.

Photo. 2. Mixed crystal tuberculoprotein from 

35% SAS fraction (magnification, •~240)

養濾液からの35%SAS分 画 ・デンプン分域電気泳動に

よる分画溶液にSASを 加えて析出してきた針状結晶は

写真1,2に 示す通 りである。

この結晶は,は じめのSAS分 画を35～50%お よび50

～70%と しても同様な操作ののちに析出することがわか

つた。

また,結 核菌菌体(湿 菌200g)に1,500mlの0.05

MTrisC1,pH7.5を 加 え,ス ターラー上で72時 間攪

拌 して得 られた菌体表層抽出液,な らびにスメグマ菌

ATCC14468株 のSauton培 養濾液からも同様の結晶

の析出が認められた。

更にSauton培 液 の代 りにProskauer Beck培 液

(Difco)を 用いても,ま た電気泳動の支持体をデンプソ

の代 りにPevikonと しても同様の結晶の析出が認め ら

れた。

2.　 結晶析出に及ぼすSAS濃 度 とpHの 影響:(1)

SAS濃 度-50,55,60,65お よび70%飽 和 になるよう

にSASを 加えて検討した結果,60%SASの 場合に最

もよく結晶の析出がみ られた。(2)pH-デ ンプン分域

電気泳動後,抽 出されたタンパク質分画液のpHは8.0

～8.3で あつたが,そ れを塩酸および苛性ソーダでpH

Photo. 3. Double-diffusion analysis in agar 

gel. The three center wells labelled C35, 

C50 and C70 contained MCTP from 0•`35% 

SAS, 35•`50% SAS and 50•`70% SAS 

fraction, respectively. The peripheral well 

labelled AtRv contained rabbit polyvalent 

anti-H37Rv anti-serum. The peripheral 

wells labelled Atƒ¿, AtƒÀ and AtƒÁ contained 

rabbit anti-ƒ¿, -ƒÀ and -ƒÁ anti-serum, respec

tively.
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2.0～9.0に 補正 して検討 した結果,最 適pHは7.5～8.0

であつた。ただし,よ り酸性またはアルカリ性pH域 で

も時間は延長するが結晶の析出が認められた。

3.結 晶を構成するタソパク質:電 気泳動によつて再

結晶された結晶について,抗 α および抗 β血清(阪 大

微研,米 田正彦教授のご好意により分与をうけた),抗

γ血清(後 述)な らびに抗H37Rv血 清 とゲル内沈降反

応を行なつた結果,写 真3に 示すように35%お よび50%

SAS分 画 よりの結晶には αおよび γ抗原が認められた

が,70%SAS分 画 よりの結晶には β抗原のみが認めら

れた。

SDSポ リアクリル アミドゲル電気泳動 したゲルを

Coomassie blueお よびPAS染 色するとCoomassie

 blue染 色 では0～50%SASお よび50～70%SAS分 画

か らのそれぞれに数本のバン ドが検出された。その中に

同一移動度を示すパンドは認められなかつた。他方PAS

染色 では両ゲルの上方の同部位にバンドが認められた。

4.　 γ抗原の分離 ・精製:培 養濾液の0～35%SAS分

画をデンプン分域電気泳動 し,析 出した結晶を除いた残

りの沈殿物を溶解後,SephadexG-200で ゲ ル濾過し

て,最 後に流出する大きなピークについて,更 にDEAE

 celluloseカ ラムでイオン交換 クロマ トグラフィーを行

なうと図3に 示 したような明瞭な2つ のピークが得られ

た。 第2の ピークに含まれるタンパク質は抗 α血清と

ゲル内沈降反応で沈降線を生ずるのに対 して,第1ピ ー

クのそれは抗 α血清とは沈降線を生 じないが,抗H37Rv

血清 とは1本 の沈降線を生じた。 このタンパク質は抗 β

血清とゲル内沈降反応を行なつてもそれに対 して沈降線

を作らないことを確かめた上,再 度同 じ条件でDEAE

celluloseに よ るイオン交換クロマ トグラフィーを行な

つた。 得 られたタンパク質は抗H37Rv血 清 との交差免

疫電気泳動によ り1本 の沈降線が生ずること,ま たSDS

ポ リアクリルア ミドゲル電気泳動でも1本 のバン ドしか

認められなかつたことか ら,こ れは既知の α および β

抗原 とは異なる精製タンパク質と考えられたので,こ れ

を γ抗原と命名した。

γ抗原でウサギを免疫して,得 られた抗 γ血清は α

および β抗原に対 してゲル内沈降反応で沈降線は生じ

ない(写 真4参 照)が,H37Rv抗 原 と交差免疫電気泳動

を行な うと1本 の沈降線のみ が描かれ ることを確認し

た。

γ抗原の分子量は30,000～70,000の 間 で α抗原のそ

れ よりもやや大 きく,硫 安分画では30%か ら45%の

SASの 間に沈殿 し,電 気易動度は α抗原よりも少なく,

100。C,30分 の加熱で抗原性を失 う。 ゲル内沈降反応で

検討した限 りでは各種薬剤耐性結核菌(国 立療養所広島

病院,望 月孝二副院長のご好意により分与を受けた)お

よびウシ型菌には γ抗原の存在が認め られたが,Myco-

Fig. 3. Elution Profile of r Antigen Using DEAE 

Cellulose Column Chromatography

Note: Solide line showing the optical density at 280 nrn, 

dashed line indicating NaCl gradient.

Photo. 4. Double-diffusion study in agar gel . 

The center well labelled Atr contained rabbit 

anti-serum. The peripheral well labelled Rv 

contained crude H37Rv antigen. The three

 peripheral wells labelled ƒ¿, ƒÀ and ƒÁ contained ƒ¿

, ƒÀ and ƒÁ antigen, respectively. 

bacterium kansasii, M. marinum, M. scrofulaceum, 

M. intracellulare-avium complex, M. fortuitunz, M.

 cheloneiお よびM. smegmatisに はその存在が認め ら

れなかつた。

5.　 混晶の核になる物質の分離 ・精製:前 出のように

針状結晶として析出す る混晶性タンパク質は,SAS濃

度を種々に変えても得 られるため硫安沈殿でうまく分画

されず,ま た広いpH域 で析出がみられる。 ところが

SDSポ リアクリルアミドゲルで電気泳動する と50%

SASお よび70%SAS分 画 のいずれの混晶からのゲル

にもPAS染 色 で赤染されるバン ドが検出された。そ こ

で混晶形成に糖タンパクが関与しているのではないか と

考え,培 養濾液の50～70%SAS分 画をSephadexG-

100に よ りゲル濾過を行なうとピーク1と ピーク2の 大

きい2つ の分画が得 られた。 これ らをそれぞれデンプン
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Fig. 4. Elution Profile of Mixed Crystal Tubercuroprotein-Glycoprotein 

Employing DEAE Sephadex A-25 Column Chromatography

Note: Solid circles show the optical density at 280nm, open circles the neutral 

sugar content, and dashed line the NaCI gradient.

分域電気泳動で検討すると素通 りしたピーク1の,そ の

中に混晶性タンパク質が存在した。そこでこのピークを

100,000×9,120分 超遠心し,lipopolysaccharideを 除い

た後の上清液を,DEAEsephadexA-25で イ オン交換

クロマ トグラフィーを行なうと図4に 示したように中性

糖の2つ のピークならびに1つ のタンパクのピークの3

分 画が得られた。更にそれぞれのピークをデンプン分域

電気泳動で検討した結果,混 晶性糖タンパクは中性糖の

第2の ピークに相当することが確かめられたので,こ れ

についてCon A sepharoseで 吸着クロマ トグラフィー

を行ない,0.1Mborate buffer,pH6.0で 溶 出するこ

とにより精製された混晶性糖タンパク分画を得ることが

できた。

β抗原に分離 した混晶性糖タンパクを混合してデンプ

ン分域電気泳動して検討した結果,β 抗原のみでは結晶

の析出が認められなかつたのに対し,糖 タンパクととも

に電気泳動 した方には結晶の析出がみられた。

考 案

結核菌の培養濾液中または菌体表層抽出液から,電 気

泳動を経由することによつて,タ ンパク質性の結晶が析

出するという,こ れまでに報告されたことのない特異な

現象を観察した。

このタンパク質性の結晶を解析 した ところ,そ れは複

数のタンパク質を構成成分 とし糖タンパクと密接に関連

する混晶(mixed crystal tuberculoprotein, MCTP)

であ ることが明らかにされた。

電気泳動によつてのみ混晶が析出することの機作は明

らかでないが,0～50%SAS分 画からの混晶は α およ

び γ抗原などを構成 タンパクとし,他 方50～70%SAS

分画か らのそれは β抗原その他のタンパク質を構成タ

ンパクとして析出して くることから,電 気泳動によつて

糖タンパクが活性化されて周囲に存在するタンパク質群

と干渉 し,こ れが核 となつて混晶を析出するのではない

かと推定 される。糖 タンパクのこのような作用が電気泳

動法以外の条件によつても起 こりうるのか,ま た混晶 と

して析出してこない他のタンパク質には何 らの干渉 も及

ぼしていないのか,ど んな種類のタンパク質 と干渉する

のか,干 渉を うけたタンパク質は混晶という形而下の現

象以外にどのような影響を うけるのか,な どの興味深い

問題点が指摘されよう。前述のように混晶性糖タンパク

(MCTP-glycoprotein,MCTP-GP)を 単離する方法を

見出す ことができたので,向 後その生物活性をはじめ物

理的ならびに化学的性状について検討を行な う予定右あ

る。

混晶を構成 しているタンパク質の検討中,米 田 ・福

井1)2)によつて分離された αおよび β抗原 とは異なるタ

ンパク質,γ 抗原を分離 しえた。γ抗原は硫安分画,分

子量および電気易動度では α抗原 と近似の性質を示 す

が,結 核菌以外の抗酸菌における分布は α抗原とは異な

り,む しろβ抗原に近似するパターンを示 した11)。これ

とDaniel and Ferguson3)のa1お よびa2抗 原 との異

同性については比較検討することができなかつたが,a1

お よびa2抗 原は比較的電気易動度の大きいことか ら,

γ抗原 とは異なるものと思われる。

結 語

ヒ ト型結核菌H37Rv株 のSauton培 養 の非加熱培養

濾液中から,デ ンプン分域電気泳動後,分 画液に飽和硫

安液を加えるとタンパク質性の針状結晶が析出する現象

を観察した。このタンパク質性の結晶は

(1)　 培養液中のみでなく菌体表層抽出液中にも見出

された。Proskauer Beck培 液で培養しても,電 気泳動

の支持体をPevikonに 代えても同様の結晶の析出がみ

られた。また,Mycobacterium smegmatisATCC14468

株 の培養濾液中に も肉眼的には全 く同様の針状結晶が検
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出 された。

(2)　 結晶性タンパクは硫安分画法によつては分別す

ることができないが,結 晶析出のための最適飽和硫安濃

度は60%で あつた。またpH2か ら9ま で広範囲なpH

域にわたつて析出がみられた。

(3)　 タ ンパク質性の結晶は単一一なタンパク質による

結晶ではなく0～50%SAS分 画か らの結晶は αおよび

γ抗原などを構成タンパクとし,50～70%SAS分 画か

らの結晶はβ抗原その他を構成タンパクとする混晶であ

つた。

(4)　 培養濾液中より分離 ・精製 された糖タンパクが

混晶形式の核であろうと考えられた。

なお,結 核菌の菌体外タンパクとして既知のαおよび

β抗原 とは異なる γ抗原を分離 ・精製 した。

本研究にあたつて貴重な試料の分与ならびに示唆を与

えて下さつた米田正彦教授,堀 三津夫教授および平井俊

博博士(大 阪大学微生物病研究所)に 深謝 します。
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〔付 記 〕

結 核 菌 由来 の タ ンパ ク質 性結 晶 の再 結 晶 を,種 々 の割

合 い のPhosphate buffer-Veronal bufferに つ い て検 討

した 結 果,Veronal bufferを50%以 上 に含 む 混 液 に 飽

和 硫 安 液 を加 え る こ とに よつ て,針 状 結 晶様 物 質 の析 出

す る こ とが見 出 され た。 した がつ て,従 来 観 察 して きた

針 状 結 晶 は タ ンパ ク質 とVeronalの 混 合 物 と思 わ れ,

これ に結 晶 とい う表 現 を用 い る の は適 切 とは い い が た い

の で,本 文 中 の結 晶(crystal)は 結 晶様(paracrystais)

お よび 混 晶(mixed crystal)は 混 晶 様(mixed para-

crystals)と 改 め た い。


