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精製「ツベルクリン」について

金沢大学医学部日置内科三思（主任 日置教授）

倉  金  丘  一・
  ／Y］otit ／ii ／t”ui’t？i（’tj iie

  （昭和28年1ユ月5日受附）

（本報告はこれを昭和26年第24回日本細菌学会並びに昭和27年2，6月文部省

    科学研究費綜合研究結核研究委員会において発表した）

緒

 「ツベルクリン」の精製について長年力を致

せるものにSeibertがある～二とは余りにも周知

の事実である．吾邦においても近年これが追試

を試み，或る程度同一力価のものを製し得るに

至った．例えば九大細菌学教室製π1）の如きが

それである．叉その中には新たな工夫において

なされたものも一，二存する．岡本氏等2）の

OA－Azotuberculin，武田氏u）のTAの如きで

ある．

 9． eibert氏一等は当初限外濾過法により「ツベル

クリン」活性物質の精製に志したが，少なく共

最初濾過に長時間を要し，その分離には可成苦

心を払ったかのようである．

 偶々著者においても精製「ツベルクリン」を

獲得するの要に迫られ，近年とれが実験に從腐

し來つたが，その結果著者創意の迅速限外濾過

装置を使用し，從って叉全操作を迅速に蓮ぶと

とが何ら活性物質の取得に損失を生ぜす，優に

略t一一定の力価を有するものを分離し得るヒと

を可能ならしめるヒとを知り得たのでここに一一

括してその経緯を発表せんとする．

 なお著者の限外濾過装置と類似せる装置に

ついて：は最近Heckly and Watson 4） bg－Amer。

Rev． Tuberc．誌上にとれを発表したが，著者

の工夫はとれと全く無関係に行われたもので，

戸田忠雄i教授の視察談によればSeibertも「ツ

論

ベルクリン」精製には近頃迅速濾過がその一要

諦であることを述べていたそうである．

 叉重ねてSeibert 5）の研究によれば「ツ」反応

蛋白質にもA，B， C夫々種類があり，とれ叉

材料とせし菌株により量的に相違するものらし

いが，著者の人型結核菌株を使用した成績では

その精製「ツベルクリン」は主としてC蛋白質

に相当するもののようである．更に本研究によ

れば後述する如く一旦蛋白質分劃を分離したる

後主として多糖類を沈重せしめたるに，との分

劃中にも皮膚反応物質の存することが知られ

た．仮に痕跡の精製「ツベルクリン」が混入す

るとしてもN：量から換算して力価が高過ぎる．

実に本分劃中には一切の蛋白質反応が痕跡若し

くは皆：無であった（從ってSeibertのいうA，

8はこれを認め得なかった）．但し本物質は更

に精製を続け含窒物を何ら有せざるに至る暁は

消失する，さりとて本物質を含窒物なりと断定

するととは無論早計であるが，蛋白質分劃以外

に斯様な皮膚反応惹起物質が存し得ることは既

にKa116s （s），糟谷7・S）等が指摘している所であ

る．著者の認めたる物質と後者等の唱える物質

との異同は遽かに明らかではないが，少なく共

槽谷氏の挙げた力価よりも遙かに高い力価のも

のを得ることに一一応注目すべきで，～ニヒにとれ

を付記して後々の批判を侯つことにする．
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精製「ツベルクリン」についで 117i

A．「ツベルクリン」の精製

実

  a）材料

 1．培養液

 Sauton培地を使用すt但し同培地の海量分たるrア

λパラギン」を等量の「グルタミン酸ソーダ」を以て

代用した．

 2．菌  株

 入型結核菌H2株を用う．

 3，培  養

 5eOc・c・細口瓶に前記培養液250c・c・宛を分注し，

100。C，30分，3回蒸気減菌に付す．子うして培養瓶

夫々に予め同培養液に8～10週培養せる菌体の一一・部を

渦巻白金耳にて3白金耳ずつ釣菌浮游せしめたる後，

瓶を傾斜し37。Cの恒温室に10～12週静置した．後愈

k「・ツベルクリン」を製造するに際して還る時はその

僅，盛るはユ00。C，1時間蒸気滅菌し，濾紙にて粗大

菌体を除去，次いで松風製Reiche1型細菌濾過器を

用いて無菌ならしめ，その濾液を「ツベルクリン」の

製造に供す．

  b）限外濾過装置

 1．限外濾過管

 限外濾過管の作製は略it Seibert 9）の記載せる

方法に準じた．即ち些かその詳細を記すに教の

如くである．

 「エーテル，アルコ・…ル」に予め溶解せる「コ

ロヂオン」を挙皿に注いで薄層となし，邊風乾

燥器を用い溶媒を完全に蒸発せしめて無色靱性

の皮膜をつくらしめる．次いでヒれを細片とな

し，10％「コロヂオン」氷酷酸液：を用意，ヒれ

に水洗乾燥せしChamberland B型濾過器（2．4

×20Cm）を箪に浸漬して全表面に「コロヂオ

ン」を附着せしめジ気泡の附着せざるととを確

めた後引上げて垂直に保持し，濾過管の下端よ

り余滴が落ちざるに至り直ちに到立して，室温

に約20分一静置，乾燥した．膜面に指を軽く触

れても殆んど圧痕を止めざるに至り，30～40。C

に保つた蒸溜水申に4～5時間浸漬，後膜面の

酷酸を除去する目的を以て吸引ポンプに接続し

て蒸溜水を一一書夜通過せしめアこ．

験

 かかる方法によって得られた限外濾過管は

「コンゴー」赤を’全く通過せしめてはならない．

叉50mmHgの陰圧にて吸引する時，1時間に

約500ccの蒸溜水を通過せしめるものを以て適

当とした，斯くて一旦作製せる濾過管は一には

「コロヂオン」膜面に微生物の発生することを避

け，叉一には徒らにその乾燥するヒとを防ぐ目

的を以て常に1％石炭酸水中にヒれを保存し
1た．

 2．限外濾過管用外套管

 次いで前記限外濾過管に著者創意の外套管を

装備する．即ち外套管は直径3Cm，長さ22cm

の吸引試験管の管底に径8mmの細管を接続せ

るもので，側管は外套管内察気の排気管，後者

は濾液祝給管の役をなす（図1参照）．

 ヒの外套管に濾過管を歪め完後，両者を外側

より「ゴムチパーブ」にて気密に持続した．t

れにより限外濾過管の膜面を保護すると共に，

その全表面を終始有効に使用し，冷却能i率を大

にし，且つは最終的に被濾液の容積を極めて少

量に迄濃縮することを以て目的とするものであ

る．

附 図 1

雄

 一・一“4，

写轡一・わ

謬i

a…限外濾過管

b…限外濾過管用外套管

3．同装置の蓮

 転
 タト門下；を装着

した限外濾過管

は使用に際し排

気管を上：方に向

けて数本並列に

置き，限外濾過

管の濾過液排出

口並びに外套管

の補給管及び排

気管を夫々分枝

硝子管にて接続

し，濾過液排出

ロは途中に三方

括栓を有する眞
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塞用肉厚：「ゴム」管にて大型吸引瓶に，外套管

の補給管ば「ゴム」管にて濾液補給瓶に接続し

た．排気管に接続せる分枝硝子管の他端には短

附  図 2

？

粟

き「ゴム」管を附し，「ピンチコック」にて閉ぢ

た．次いで濾液補給瓶に培養濾液を満したる後

排気管の「ピンチコック」を緩めると濾液：は外

      套管内に浸入し，外套管内の室気

      が排気管より駆逐される．濾液が

      外套管内及び排気管内をも充すに

      至れば「コック」を閉ぢる．斯く

      て吸引瓶を水流「ポンプ」にて陰

      圧とすれば培養濾液の限外濾過が

      行われ，濾液の補給は濾過によつ

      て生じた外套管内の陰圧により補

      給瓶の位置如何に不拘全く自動的

      に行われる．な誇，吸引瓶及び限

      外濾過管との間に装備ぜる三方栓

      は精製操作の項で蓮べる如く，限

      外濾過排出液の一4部を取り出しCI

a…水  槽  b…濾液補瓶給ノ c…限外火過管

d…排気管  e…三方括栓   f…吸 引 瓶

 培養濾液
   t
  限外濾過

   跣 糠
   （蒸溜水を補給しつつ濾過廃液
   申にCトを証せざるに至る）

   濃 縮
   （元容種の約Y160容子）

Seitz濾過器にて濾過
 n l
¶rHeIを加える（P” 4’0～4塵6）・

  遠 心

     ！

   沈 澱
     1
塩酸酸性ノk （P正1 4・6）

 にて洗言條遠心数回
     1
「エーテル・アルコP・一ル」

  （1：1）にて洗藤
     1
   眞空乾操

  〔蛋白質分劃〕

     1

   上澄液
     ：
氷冷「メタノール」4容

  申に滴下，遠心

一1
上 澄    沈 澱
       1
  氷冷8⑪％「メタノール」

   水にて洗糠蓮心数回
       1
  「エ…テル・アルコール」

    （1：1）にて二巴
       1
      眞寮乾燥

     〔多糖類分劃〕

の検査をする目的で取り付けられ

た（図2参照）．

  c）精製操作

 前記糸吉核菌土暴悪i慮薯夜に食塩を1

％の割に加え（時には更に精製石

炭酸を0．5％に加えたヒともあっ

た），約50mmHgの陰圧で上述

限外濾過管を通じ自動的に濾過し

た．ヒの間濾過管は外套管と共に

0～’5。Cの氷水中に置かれた最

後に濾液が濃縮されて辛うじて外

套管を充すに至れば蒸溜水を補給

して濾過を継続し，濾過液中にCl

を証明せざるに至り，蒸溜水の補

給を断って，途に元容積の約i／iuO

容に迄濃縮し六．濃縮液は：更に念

の弛めSeitz濾i過器を用いてと．れ

を濾過し，次いで左記別表の如き

操作の下に処理して夫々の分劃を

得た．

 蛋白質分劃と記されたものが求

める精製「ツベルクリン」である．

  d）精製「ツベルクリン」の牧

   得量
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精製「ツベルクリン」について 1173

 カ“熱友び非加熱撫養濾液より得たる精製「ツ

ベルクリン」の牧野量は第1表の如くである．

第1表＝精製「ツベルクリン」の牧得量

培養濾液

の処理

加  熱

lot No．

1

2

3

4

5

6

牧得屋
m9／1

171

152

155

270

400

515

65

14

備考試料

非加熱  1・ …

     2ノ ［ t
I

 IL
 IL
 IL
 2L
 4L
3．5 1．

 2L
 IL

 牧得量の差は場養濾液中の精製「ツベルクリ

ン」含有量よりもむしろ処理すべき濾液の：量に

関するtとが甚だ大で，その量小なるときは比

較的多：量に物質が濾過膜面に吸着せられるヒと

によるものである．即ち濾液材料は～：二の装置で

は4立以上であるtとが望ましく，その量では

400mg／1を容易に得られる．而も非加熱培養

濾液：からは明らかに加熱培養濾液に比して少：量

しか得られな》・．加熱に際し菌休内より「ツ」

物質が多：量に培養的中に移行するととは近時多

く人の認める所である．

     B．精製「ツベルケリン」の化学的性

  a）電気泳動法による精製度の追及

実 験 方 法

1

2
3

4
5
6

    ’附  図  3

各種「ツベルクリン！の電気泳動図

」へ＿⊥＿
 や 蜘一い一        一一一→

 鯛       i    馳覧

＿≠㌔一L．
  e一一‘vp一一bu一一．vim・ i ＋一“”．’r－ua””一

＿人人v’v＿
一一一岬・一 ’  薄   騨  ・・伽一
 隈■           ’ Pef

“Lneb dA一

竿“一sc－r
＿人v一ノM
 ←「燈一・ff一富一ゆワ

A」Lム 一業一→ 毒 ←r

培養濾液
限外濾過濃縮液
精製「ツペノレクリン’」（著者）

r（結核研究班業績集（10）より転載）
TA2（同上）
Protein C（Seibert（5）より転載）

 この目的には日立製作厨製チセリウス装置（Type

Iエ’r一一A）を使用した．

 各材料は予め衣の如く処理した，

 培養濾液は予め中性となしたる後平門。容に迄減圧

濃縮し，下記緩衝液を外液として氷室内で透析した．

 限外濾過濃縮液は前者同機に透析後緩衝液にて蛋白

濃度2％になる如く稀釈した．

 糟製「ツベルクリン」は緩衝液を用いて溶解し1・5

％とし，透析は行っていない．

 透析条件＝

 1／20mol燐酸緩衝液， pH 8・O，／i ・一e・1，

 透析膜，セロハン紙．

 透析時間，24時間．

 泳動条件：

 緩衝液は透析に使用せるものと同じ，

 ミクロセル使用，

 電圧及び電流．150V，9mA，

 ：小く槽オ毘度，50C，

 泳動時聞，45分間．

  実験結果

 原料とせし増養濾液そのものは無論多峰性で

種々な域分よりなったが，上記の如き精製を加

うに從い，漸吹純粋化した，斯くて最後に得た

蛋白分劃は箪一な峰を形成するが易動度殆んど

0に近い少量の多糖類と易動度の大きV・微量の
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核酸をなお含有しだ．

 暫らくとれ以上の精製は避け難いものであ

る．参考迄に掲げたProtein C， ft， TA2等の

それを併せ揚げるに至：く同等に近いととが：知ら

れる．  一

  b） イヒ学白勺｛生ナ｛犬

 斯くして得られたる蛋白質画塾は未だ無晶形

塊歌の沈重物で，その色は暗褐色である．その

脱色は色々試みたが容易ではない．但し室気に

触れしめす乾燥するときは表面の褐変化を大い

に防止しそ等る．

 少量の「アルカリ」を介して蒸溜水に溶解せ

しめ，1％水溶液：となせば褐色透明に溶解し，

蛋白沈澱剤（Sulfosalicyl酸，三塩化酷酸，燐タ

ングステン酸，ピクリン酸）にて再び帯二次白

色の沈重物となる．：Ninhydri11， Millon， Bitu’et，

Xanthoprotein， Adamkiewitz， Neubauer Rhode，

Pauli等すべて蛋白質の呈色反応を呈する．

 ：N含有量105％（Mikro－Kjeldah1法），Molisch

反応は僅微に陽性を呈し，Pを0．4％に検出し

た（Embden法）．

    C．精製「ツベルクリン」の力価

  実験方法

 前記精製物質一但し種々なるlotのものを使用一を

0・5％石炭酸加生理的食塩水に溶解し，O・1一一〇・2 Yが

そのO・1c・c・に含有せらるるが如くした，叉対照と

しては吾邦予研より特に分譲を受けた標準「ツベルク

リン」2000倍稀釈液（10tNo・24）を使用した．

 被接種者としては過去2力年以内にB・C・G・を接

種せる者を除外した．

 皮膚反応実施方法は一一・rwに準じ特に述べる要はな

い．

 制定方法は注射後48時間における各反応を計測，発

赤10耗以上を陽性とし，標準液と各材料との発赤比

（Ratio）を柳沢氏等11）の第3法により求めた．

  実験点画

 48時間後におけるRatioについて見るに第2

表の如くである．「ツベルクリン」の力価検定方

法の中，柳沢等12）の提唱する人体皮内反応によ

る力価試験に騎いて：Ratioの合格範囲がO．90

第2表： ＊謹製「ツベ：

 ルクリン」の力価

lot

1

2

3

4

Ratio

O．ly 1 O．2y

0．97属07
    
0・％11・07

1：矧i：91

～1．10である

Uとを考慮すれ

ば著者の得た精

製「ツベルクリ

ン」はO．lrにお

いて，標準「ツ

ベルクリン」

2000 倍稀釈1夜：

0．1ccと等力価

であると断言するも可成りと信ずる．

    〔附〕

 所謂多糖類分訪中の「ツ」反応類似反応惹起

物質について

 我々の忠良多糖類船出の中，論るIotは含窒

量0．4％（Mfcro－K：jeldahl法）で，その0．27が

標準「ツベルクリン」2000倍稀釈液0．1ccと

等力価であった．而して更に精製操作を反覆す

る時は次第va含窒量は減少し，同時に生物学的

力価は低下するが，含窒量と力価とは必ずしも

比例しないととは第3表の如くである．故に我

々が観察した「ツ」反応類似反応煮起物質は特

定の含煎物か或いはそれ以外のものか未だ明ら

かでない．

 そもそも「ツ」多糖類が皮膚反応能力を欠く

というヒとは諸家13・1のの多く一致せる所であ

る．我々の得だ分熱中にはSeibe7tのProtein

A・Bの混在や緒論で述べ：た糟谷の β一Sub・

stance， Ka116sのβごr・b・・ku】inの如き含窒素

物の混在をも一応考慮せねばならなやが，含窒

：量より見るにその力価は余りにも高く，少なく

共蛋白の混入からは読明され難い．而も実験

lotに旧いてはすべての蛋白反応は皆無に近か

ったのである．叉糟谷s）のphenol性活性因子

はその1γが「ツベルクリン」2000倍稀釈液：

0．1ccと等力価であったといい，著者の得たる

ものとは力価が遙かに懸縄している．しかし目

下その本体を把握するには至らす，この種結論

を導くには頗る慣重を要するを以て著者の観察

した所を仮に暫くその儘誌して將來の参考に資

することとする．

［ 76 ）



精製 「ツハミノレクリ ソ」 1こつ㌔、「ご 1175

     第3表：

   一

分訓聖血
    ；

含窒量と力価との関係

    ［

難論・・2
    f

精製「ツji…

含 窒 量

Y

o．eo12

0．OOO8

0．o

e／e

O．6

0．4

0．o

     ロ    ロ        
標準「ツベルクリン」2000｝

倍稀釈液0・1ccに対する
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結

 1．著者は人品結核菌H2株の「ソートン」培

地培養濾液よりSeibertの限外濾過法を踏襲

し，但し独特の外套管を使用するeとにより

「ツベルクリン」活性因子の精製を試みた．

 2．本法は濾過能率を大V・に高め，從って操

作迅速にして，叉そのととが略it一定せる高力

価の製品を得るヒ．とに幸した．

 3．なお著者の所謂多糖類分劃中に該分劃が

論

些かの蛋白反応を呈せざりしにも不拘比較的強

く「ツ」反応類似の皮膚反応を惹起し得るヒと

を認めた．

 平筆するに当り終始御懇篤な御指導並びに屡々発表

の機会を賜わった恩師日置教授並びに電気泳動に際し

御便宜を賜わりたる本学石川病理学教室各員に対し深

甚の謝意を表する．
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