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所謂 Citrate-tubercu1inの検討

池端隆

(北海道大挙結核研究所細菌剤1主任犬原達教授)

1.緒 冨

結綾菌の発見者Kochが菌の培養源液を煮つめて作っ

た oldtuberculinは，今日結該の研究並びに実際的な検

診に当って欠くべからざるものとなって居る。その後作り

方に改良を加えて色々なツベルタリン， 即ち Neutuber-

culin (Tuberculin Rest， T.R.)， Neutuberculin B.E.， 

Albumo叩 nfreiesTuberculin等が作られたが，何れも余

り顧りみられず，今日でt土結局最初に作られた旧ツベノレク

リンが最も多く用いられて居る。命アメリカに於ては衆知

の如く，之を純化精製したPPDが現在用いられつつある。

これに関して最近伊藤1)が発表した所謂citrate-tubercu-

lin は各方面の注目をひき，我が国に於ては著者及び武谷，

大友2)，堂野前，期他めなどがこれを追試検討した。 Ko巴h

の oldtuberculinが菌の培養鴻液なるに反し，伊藤の云

う citrate-tuberculi n は穏液を除いた菌体そのものをク

エン酸に沈漬する事により作られたものである。且Hち彼に

よれば， ソートン培地発育の結稜菌を無菌的に集めて蒸溜

水でよく洗燃しこれを O.IMのクエン酸溶液中に浸せば

mediumのクエン酸は 24時間後に強いツベルタリン活性

を獲得すると云う。この現象は興味ある事実でt士あるが，

同時に又次の如き色々な問題を含んで居る。 (i)このツベル

クリン活性物質は新たに産生せられたものか或いは単に菌

体内の活性蛋白が滋離溶出したに過ぎないものか? (ii)こ

の活性物質は菌の生死と関係するか否か，云い換えれば菌

の代謝過程を必要とするものかどうか? (iii)この会探は

クエン酸に特有なものかどうか? (iv)そもそも巴itrate-

tuberculinなる名称は適当なものであるか否か?

これ等の点を追求するため，著者はoldtuberculin及

び原法に従って得た citrate司tuberculinの他2，3の被検

液を作って皮膚反応の現われ方を比較しこれを推計学的

に検討した。ここに得たる成績を報告しこれにつし、て2，

3の考察を加えて見度し、と思う。

2. 費験材料及び方法

A. 被検液の作"方 旧ツベノレクリン(以下Tと略記)

を含めて合計7種の被検材料を作り，皮膚反応の成療を比

較した。用いた結核菌はすべて青山B株で， 150ccのソー

トン培地に90日間培養したものである。 mediumは原法

の通りクエン酸を用いたものと，比較のため蒸溜水を用い

たものの2種があり，更に菌を殺したものとそのままのも

のと 2通りを作った。作り方の大要は次の如くで~る。

a) Citrate-tuberculin:伊藤の原法と全く同様に

して作った。即ちソートン培地に植えた菌を無菌的に集め

て蒸溜水で3回洗糠し，予め滅菌しpH7に修正したO.IM

Citrate溶液に漬ける。その量は Citrate溶液20ccに対

して湿量4gの割合とし出来るだけ均等になる様よく振盆

する。これを370Cの勝卯器に24時間入れ，菌を除いた後

Seitz E.Kで漉した滞液を皮膚反応に用いた(以下この被

検液をaと略記する)。

b) aを加熱したもの:即ち0.1M citrateの菌浮滋

液を37"C24時間勝卯器に置き， 1000C 60分間加熱した後

Seitzで穏す(以下この被検液をbと略記する)。

c) aに於ける巴itrateの代りに蒸溜水をmediumと

したもの:中性蒸溜水で菌浮滋液を作り，前と同様に37"C

24時間騨卵器に置いた後Seitzで穏した穏液でーある以下

これを巴と略記する)。

d) cを加熱したもの:但し370Cの聯卯器に24時間

置かず，菌浮滋液は直ちに 1000C60分間加熱してSeitzで

穏過した(以下これをdと略記する)。

e) 菌を紫外線照射によって殺した後aと同様に作っ

たCitrate剛tuberculin:菌を殺すにはこれを水晶玉入り

コノレペンに入れ少量の蒸溜水を加えつつ振濯して均等にし

た後， シャーレに移して，紫外線(島津製高圧水銀燈A型

600W)を照射する。照射時聞は 1時間半，距離は40cm

離した。照射終ればこれを再ひ‘秤量し， aと同じ濃度にな

る様0.1M citrateに浮滋する。以後の操作はaと全く同

じである(以下これをeと略記する)。

f) 中性水加熱菌休拙出液:この場合のみ菌は人型菌

Hz株を用いた。即ち菌を大量培養してアノレコ -Jf....， エーテ

ノしで脱脂乾燥し，粉末状になった菌を手l鍬C磨砕しつつ，

100倍量の中性蒸溜水で乳剤jとする。これを振擾しながら

1000C 30分宛3回重主義煎で加熱し，更にコツホ蒸気釜に入

れて 1000C30分宛2回加熱浸出する。これを370Cの勝卵

器にー夜放置した後Seitzで潟過して菌体を除き，得られ

た澄明な穏液を被検液とした似下これをfと略記する)。



ある。被験液接種の配列及び成夜は第I表に示した通りで，

これから変動分析表を作り検定して見ると 5%の危険率

で処理聞には有意の差がなし、と云える。 RPちa，d， f， Tの

4;j雪の聞には力価の差を認め得なかった。従って citrate

を用u、る代りに蒸溜水を用し、て加熱しでも同様な結果が得

られると云ってよU、。向dとfi土菌の処理上大体同じもの

であるが， fの方がより高度に菌体成分(主として poly-

sa巴charide)が抽出されたと考えられるだけに，発赤の平

均も前者の 20mmに対し後者は4I.5mmを示している。

但しこの差は上述の如く木質的な差ではなし、。この実験に

用いられた海浜は BCG100mg接種のもので，ツベノレクリ

ン濃度は20倍である。

賞駿2. a， c， f 及びTの比較(第2表)

実験lに於ける蒸溜水加熱の代りに単に蒸溜水に浮滋

せしめただけでもツペノレクリン活性が得られるかどうかを

調べたものである。変動分析表を作って検定して見ると，

a， f， T 3者の聞には実験 lの如く有意な差を認めないが，

被験液巴と他の3者の間には明らかな差を認める。即ち予

期した如く，菌を単に蒸溜水に370C24時間浮滋しただけ

では，穏液中にツベルタリン活性物質が現われず，このも

のには全く皮膚反応を惹起する能力が認められなかった。

使用動物は 100mgのBCGを接種したものである。

a， c， f及びTの比較

O 

llxlO 10x8 

9x 13 0 

o 10x8 
5x6 

lxl 

7x7 6x6 

7x7 

7x8 

O 

5x5 

8x8 

第 2表

f a T 巴|
T f a ! 

a f c T I 

Tc  a f I 

Tf=3I.0 

c 

このものは我々の教室に於て日常沈降反応用及び補体結合

酌芯用抗原として用いてし、る所のものである(文献4，5参

照)

B. 定量培養各被検液作製の操作過程に於て，生菌

数がどれ位減じたか，叉この生菌数の多少が被検液の皮内

反応、能力と如何なる関係にあるかを知るために，小川培地

を用し、て次のものに就き型の如く定量培養を行った。

i) ソートン培地から集め蒸溜水にて洗礁し:た菌

ii) 上記の被検液作製に当って最終的に穂別された菌，

即ち 0.1M Citrate溶液叉は中性蒸溜水に浮滋せしめ3rc
24時間僻卯器に置いた菌

iii) 紫外線照射後の菌

c. 皮内友懸賞施法
皮膚反応は裁物の数を倹約するためと実験上の諸誤差

を除くためラテン方格法に従って行った。即ち裁物の皮膚

を傷つけなし、様出来るだけ広く毛を刈り，各行，各列に同

じ被検液が並ばないような方障を作って接種するのである

が，被検液は全部で7種あって一度に接種する事ii不可能

であるから，ツベルタリンを含む任意の4種宛を組み合わ

せ 5固に分けて皮膚反応を比較した。従って用いた海浜

は計予頭で， BCG 100mg (3頭)及び 1mg (2頭)を皮下

接種した後何れも 40日を経たものである。 接種量は l箇

所0.1cc宛，判定は発赤に重点をおき， 48時間後に縦横の

直径をキャリパーで測りその平均 (mm)を求めた。
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費験成績

賞駿1. a， d， f及びTの比較(第l表)

これはツベノレクリンを対照として，原法による Cit-

rate-tuberculinと菌体抽出液との力価を比較した実験で

3. 

自 |分散比

焔 22I 0.93 

Tc=O 

散

ラテン方格法の慶動分析表

分

TT=24.5 

由度

4-1=3 

4-1=3 

Ta = 32.0 

a， d， f及び Tの比較

7x7 

。
8x8 

9x 10 

11 x 12 

7x6 

8x7 

7x8 

lxl 

l1x13 

7x9 

7x7 

lxl 

9x 12 

4x4 

8x8 

第 1表

f d T a I一|

a T f d I 

d f a T I I 

T a d f I 

Tf=41.5 Td=20.0 Ta=22.5 TT=25.0 

ラテン方格法の嬢動分析表

賓験3. a， b， f及びTの比較(第3表)

菌の蒸溜水浮治宝液を単に加熱しただけでも十分な皮膚

反応を起し得る事が分ったので，この実験では菌のcitrate

浮滋液を加熱した場合，更にカ価が上昇するか否かを調べ

た。その結果は第3表の如く処理聞には有意な差が認めら

れない。即ち citrateに24時間浸しただけで菌の活性因

散分由度

4-1=3 

42ー 1=15

4-1=3 

自要因

問

問

問

差理

列

行

虞

諜

合計



ち熱によって菌体から有効成分が溶出して来る事が問題で

あって， medium自体にはそれ程の意義はない様である。

倫使用動物は BCG1 mg接種のものであるが，この場合，

旧ツベノレクリンによる発赤はb及びfによるものに比較し

て小さいと云う結果を得た。 BCG100mgを接種した動物

では，実験 1.2.3の如くツペノレクノしンとこれ等被検液の聞

に差を見なかったのでーあるが，抗体がより少ないと思われ

る Img接種海浜に於て差異が認められた事は更に検討を

要するものと思われる。

責駿5. a， b， e及びTの比較(第5表)

この実験では巴itrate-tuberculin調製上菌の生死が

力価に影響を与えるかどうか，又ツベノレクリン濃度を濃く

すれば前実験に於ける差が無くなるか否かを調べた。故に
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第 3表 a， b， f及び Tの比較

f b T a I 0 0 0 IOx8 

T f b I 0 0 7X9 IOx7 

f a T I 7X7 9x8 4X5 6X6 

T a b fo  7Xl2 7x9 9xI 1 I 

Tf=26.5 Tb=23.5 '1う'r=6 Ta=23.0 

a 

b 

3.63 

2.29 

ラテン方格法の勢動分析表

要因|平方和 l 分由度白

問

問

問

差

列

行

創

設

a， b， e &.びTの比中空

2.64 

13x 13 9x8 

8x6 IOx IO 

14xl5 

8x8 

4xラ

II x 10 

9x 10 

7x7 

7x6 

lX7 

7x7 

14x 13 

5X5 

8x9 

Ta=28.0 Tr=50.5 

|分散比

1.49 

0.41 

8.51 

散

5.16 

1.45 

29.45 

3.46 

ラテン方格法の慶動分析表

y、
メリ由度

4-1=3 

4-1=3 

(4-1)(4-2)=6 

4-1=3 

白要因|平方和|

列間 15.50

行間

庭理問

誤差

合計

子は十分抽出されたものと考えられ，これを更に加熱しで

も力価の上昇は起らなし、。叉 citrateの代りに水を以て抽

出した場合も (f)力価は変らなし、。使用海俣はBCG100mg 

接種のものである。

賓駿4. b， d， f及びTの比較(第4表)

ツベルタリンを対照として，加熱した場合に於ける

medium (citrateと蒸溜水)の比較をしたものである。此

の実験では， 1%の危険率でbとfの間，及びdとTの聞

には有意な差異が認められなかったが b及びfとツペノレ

クリンの聞及びdとfの聞には有意な差異が認められた。

この事から見ると， 熱を加える限り medium11 citrate 

であっても単なる荷額水であっても成擦に変りはない。即

42ー 1=15合計

ツベルタリンは7倍のもの，使用動物は前実験と同じく

BCG 1 mg接種のものを用u、た。第F表に示された如く，

a， b， e相互間には 5%の危険率で有意な差が認められな

い。即ち菌を紫外線で殺した後citrate-tuberculinを作つ

でも，生きたま与の場合と変りなく，叉加熱と云う操作を

加えても力価に変りはない。この事から考えると citrate-

tuberculin は菌の生死と関係がなく，唯菌体成分の溶出が

問題となるものと見倣し得る。云L、換れば，巴itrate-tuber-

cu日nには菌の代謝と云う過程を必要としない。従って，

citrate-tuberculinの有効因子はcitrateによって新たに

産生されたものではなく，菌体に含まれている活性因子が

単に遊離溶出したに過ぎないものと考えられる。叉この実

験でTは他の3者に比し発赤が大きかったが，この震は推

計学的に有意で 7倍と云う濃度"lII土他よりカ価の強し、事

が示された。

I 1別 O
L 一一一一一」
D さも/ぷ王瓦x5房=12お

42- 1 = 15 

第 4表 b， d， f及び Tの比較

I f b T d I I-I-I~万五二五 o IXI 
! d T f b I I 

I b f d T i I 

I T d b f I I 

Tf=4I.5 Tb=36.5 

7x6 

4x4 

12xIO 12XIO 

7x7 

8x7 

O 

IOx 14 

Ixl 

IXI 

7x9 

3x3 

0.06 

2.06 

12.80 

Td= 10.5 

散

ラテン方格法の侵動分析表
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責駿6. 菌処置後の培養成績(第6表)

培養4週後に colonyを計算して第6表の如き結果を

得た。これによって見ると結援菌は0.1M citrate 24時間

作用によって多少生菌数を波ずる程度で，余り死なない事

操作前

0.1 M Citrate魔王虫 (3rC24時間)

中性蒸溜水庭哩 (3rC24時間)

紫タ卜線照射

が分る。向紫外線を照射した場合，菌がJ;、量ならば直ちに

死波するのでゐるが，我々が用いた様な大量の場合は 1時

間照射してもなほ0.03%程度の生菌が認められた。

4. 穂括並びに考按

著者は伊稼1)の発表した所謂 Citrate-tuber巴uIinに

ついて追試すると共に，既に緒言の項に於て述べた色々な

疑問を解決する目的から以上の実験を行った。主主に報告し

た成績から見ると，伊藤の云う如く，決機結按菌を浸した

citrate溶液が皮膚反応惹起能力を獲得する事は疑l...、ない。

更に叉発赤の大さで判定した限りに於ては， potencyに於

て旧ツベソしクリンに匹敵するものである事も証明し得られ

た。然しこのものが Kochの!日ツベノレクワンと化学的に同

等乃至は類似のものであるか否か，更には皮膚反応惹起能

力を直ちに tuberculinactivityと解し得るか否か，につ

いてはツベルクリンの定義の問題とも関連して論ずべき重

要な問題と考える。ツペルタリンは云う迄もなく単一の組

成を持ったものではなく種々なる複雑な有機物の混合であ

る。従って，今日ツベルタリンの定義に関する学者の意見

も可なり区々である様に思われるが， Kochが作った所謂

ツ!日ベノレクリンの組成を考えて見るに， (i)結援薗の代謝産

物 (ii)菌体成分(iii)培地成分，の3者から成っている事は異

論のない所であろう。而して著者は， old tubercuIinが結

核菌の液体1者養から菌を除いた溶液を濃縮したものである

と云う点に於て，菌の代謝産物を相当重要な因子と見倣す

べきものと考え度い。勿論菌11長時間の培養経過中に生成

死依するものであるから，融解した菌体成分がこれに加わ

っている事は云う迄もなし、。然し菌の代謝産物に重きを置

し、て考えるならば，培養穏液にれが即ち Kochのツペノレ

タりンであり且又多かれ少なかれ結按菌の代謝産物から成

るものである)を除いて得られた citrate同tubercuIinは

orthodoxな意味に於けるツベノレクリンとは稀趣きを異に

するものと云うべきであろう。とは云え例えば菌体を腰砕

して得た物質がNeotuberculin(Tuberculin Rest)と名付

けられた如く，ツベルタリンなる名称を結稜菌に関係ある

すべての物質に与え得るものと解釈するならば， Citrate-

tubercuIinもツペノレクリンである事に間違し、なく，これを

以てする反応をツベノレクリン島忠と呼んで少しも差支えは

ない。然し著者はかかる呼び方に異論を唱え度い。要は定

義の問題であるがツベルタリンはもっと厳格に解釈すべき

ものと考える。翻って我が国の厚生省が公示したツペノレク

リン基準を見るとここでは弐の如く定義されて居る。即

ち「ツベルクリンは結核菌が発育する時，その液体培地に

生成する溶解性物質を稀釈蹴菌したもので，特異的反応を

呈し桔該の診断に用b、られるものである」と。かくの如く

ツベノレクリンは菌が「発育」ずる時「生成」されるものと

考えたい。この意味から我々はツベノレクノレンと単なる菌体

成分とを区別すべきものと考える。後者は名の如く菌体抽

出液で菌の生死と関係なく代謝過程を必要としない。従っ

てツベルタリン茎準によれば明らかにこれと区別される。

若し然らずして結核菌に関係あるすべての物質をツベノレク

リンと呼ぶ事にすれば，我々の沈降反応用並びに補体結合

反応用抗原も亦ツベノレクリンである(これが旧ツベルタリ

ンと種々なるN.f;~に於て異った成績を示す事は云う迄もな

い)。かくして菌を各人各様に処理して得た物質をすべてツ

ベノレクリノレンとなしこれ等を以て行う皮膚反応を総てツ

ベノレクリン反応とするならば，そうでなくても統ーを欠き

勝ちだったこの反応は増々混乱を極め，成績の比較などは

全く弓布T能となるであろう。ツベノレクノレンはもっと厳格に

解釈すべきものと上に述べた所以はここにある。結論的に

云うならば，ツパノレクリンなる名称はKochのoldtuber-

culinを尊重してこれと同じか叉は近い操作によって得た

物質，或いはこれを精製したもの(例えばPPDの如きも

の)のみに限り度い。かかる物質は当然上述した厚生省の

定義の如く，結核菌の発育途上に於て生成されるもので，

(菌体成分が含まれるのは差支えなし、)，単なる菌体拍出液

とは区別さるべきものである。

次に伊藤の云う citrate-tubercuIinの木態について

考察して見ょう。結夜菌を O.IMのcitrateに24時間浸

ける事によって mediumが皮膚反応惹起能力(以下敢えて

原著者伊藤の云うツベノレクリン活性なる言葉を避ける)を

獲得する事は事実である。伊藤は citrateの外に su巴cin-

ate， fumarate， ma1ate， oxa1ate， tartrate， asparagin 

等についても同様な実験を行って弱し、ながらも同じ効果を

認め，この活性は Krebsのクエン酸 cycleに関係ゐるも

のと述べて居る。然しこの現象は Krebsの cy巴1eに関係

ある物質のみに特有な現象ではなく，単に蒸溜水を加えて



熱しただけでも同じ成植が得られる。この事は実験 lに於

て明らかに証明された。又実験4に見る如く，熱、を加える

限り mediumが citrateであっても蒸溜水であっても力

価に変りはないから，加熱と云う操作によって菌体から有

効成分の溶出して来る事が必要であって， medium自体に

は絡別の意義はない様である。即ち mediumとして特に

citrateを用いる必要はない。洗機菌を ICOOC45分間加熱

した後ク L ン酸に浸けた場合は citrate-tub日rculin産生

能を失ふと伊藤に述べて居るが，これは加熱によって菌

体内有効困子が medium中に溶出し去った為と考えるべ

きであろう。従って既に有効因子を失った菌を citrateに

浸けてもクエン酸効果が見られないのは当然である。従っ

て著者の行った如く紫外線によって殺菌した場合は所謂ク

エン酸効果が認められた。黙し同時にこの三容は， citrate-

tuberculinを作る場合菌は生きていても死んでいても力

価に変りない事を示すものである。即ち citrate-tubercu-

linの活性は菌の代謝と云う過程を必要としない。云し、換

れば citrate-tuberculinの有効因子は citrateよって新

たに産生されたものではなく，菌体に含まれている活性因

子が単に遊離溶出したものに過ぎな，.、と考えられる。而も

一方に於て我有の教室に於ける沈降反応用抗原，且Hち中性

水加熱菌体拍出液が citratetuberculinと同等又はそれ

以上の力価を持つ事を考えると，菌体内の有効因子を抽出

する方法でさえあれば，敢えて citrateを用いる必要はな

く加熱どけで十分である。約言すれば要するに citrate-tu-

berculinは菌体拍出液に外ならなし、。従ってその名称は

r citrate処理菌体抽出液」とでも呼ぶのが至当で，citrate-
tuberculinの名は適当でない。 fこだ紫外線を照射した場合

菌ii99.97%まで死滅したが向0.03%が生きていたので，

citrate-tuberculinの活性が菌の生死と完全に無関係と

断ずる事に異論をはさむ者があるかも知れない。然し著者
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はこの程度の菌が生きてし、てもそれだけで皮膚反応を惹起

する能力は全くない事を証明し得た。且日ち 0.1M citrate 

之Occ中に湿量 200mg及び8Cmgの菌を浮滋した場合の

被検液からは全くクエン酸効果が認められない。倫著者が

この実験に於て 90日培養と云う古い薗を用た理由は， 伊

藤の報告にもある如く，古いもの程 citrate効果が著しい

からである。

以上要するに，結段菌を単に蒸溜水に浸けただけでは

皮膚反応惹起能カが得られないのであるから(実験2)，

citrateが菌体から何か有効因子を溶出させる能力を持っ

ている事を認めるに苔かでないが，これは citrateに特有

な現象ではなく加熱と云う操作で十分であり，結局伊藤の

云う citrate-tuberculinは菌体拍出液に外ならないもの

と考える。

5.結論

I) ソ-J.ン培地培養の結段菌をよく洗機して O.IM

citrate液に沈漬， 24時間放置すれば， medium は皮膚反

応惹起能力を獲得する。

2) この活性因子は菌の生死と関係なし換言すれば

代謝と云う過程を経る事なしに得られる。従ってこの活性

因子は eitrateによって新たに形成されたものではなく，

菌体から遊離溶出したものと考えられる。この意味じ於て

所謂 citrate-tuberculinは菌体抽出液に外ならずツベノレ

クリンと云う名は適当でない。
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