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Paper Chromatographyによる結核菌体及び

ツベルクリン蛋白の構成アミノ酸分析

板倉益夫

(北海道大学結綾研究所細菌部主任大原遼教授〉

(昭和 33年 1月8日受付)

まえがき

1906年ポーランドの植物学者 M.Tswettによっ

て創案されたクロマトグラフ吸着法は， 1931年 Kuhn

がカロチノイドの分離に応用して美事な成果を得て以来

急激な発展を見せ， 1943年 Gordon，Martin & Synge 
r::，1l倒的はアミノ酸をそのままの形で分離する事を企て，

吸着柱に相当多量の水を含み得る物質として澱粉，線維

素を試みた結果， 1懸紙がアミノ酸の分離に対して最適な

ことを発見した。

Consden， Gordon & Martin4lは微量のアミノ酸

混合物を漁紙の一端に付着せしめ，乾燥して余分の水分

を蒸発せしめた後密閉器内で水と自由に混合しない溶剤j

を流下せしめると，社主紙上の溶質が2i夜中目間の分配系数

の差により分離されるので，適当な方法で各アミノ酸の

同定が行われる事を見出した。彼らはこの方法に用いる

装置を考案し phenol，collidine 及び n-butanol，

benzylalcohol の混合物 (1: 1)を溶剤として一次元及

び二次元法によりアミノ酸分析を行った。かかる paper

partition chromatographyが彼等によって考案発表さ

れて以来装置や操作法にし、ろいろの改良が加えられてそ

の応用範園も拡大され，主として有機物の分配，同定に

重要な役割を果している。

Paper chromatography がこのように発達したの

は，カラム法では同一品質の充填剤を使用した場合でも，

充填の方法や保持させる固定相の量を常に厳密に一定さ

せることが困難であるに対し，ペーパ一法では密閉器内

で濃紙に溶剤蒸気を飽和させるので，紙質が同一なら一

定条件で固定相の量を濃紙面全体に均等に保持させるこ

とが出来ると云う利点を持つためである。従ってペーパ

一法で得られるクロマトグラムには再現性がある。更に

又極く微量の材料で分離の目的が果されると云う利点が

ある。

アミノ酸の定性分析に関しては Dent日 (1948) が

60種類以上のアミノ酸及び他のニンヒドリン反応物質

について phenolと collidineを溶剤として下降式二次

元法によって詳細な研究を行っている。なお下降法より

も上昇法の方が一定した Rflltrを得易いと云われるが

Ma & Fontaine6)が考案した上昇i去に用いる装置は小

型で気密度も良心一次元法は勿論二次元法にも使用出

来て便利である。

Circular paper chromatography は Rutter7) に

より考案され Zimmermann& Nehring的， Giri& Rao 

9)叶1lらによりその価値が認められた。この方法は horト

zontal chromatography又は discchromatographyと

呼ばれるように水平に保持した液紙上で行われる。試料

は中心又はその周辺の同心円上に 1個又は数個を塗布

し，展開溶剤jをその中心部へ極めて徐々に与えて混合物

を分離するので，数多く切り取って異った顕色i去を試み

ることも出来る。又本法は極めて簡単であり Rf値も大

きく， しかも再現性のある成績を出せるのでミクロ分析

に適している。

Zimmermann & Nehring6)はデシケーターと葦と

の聞に円形漉紙をはさみその中心部に試料を塗布した

後， 毛細管からここえ展開溶剤を送る方法 (dropping

method)を考案した。後に Giri& Rao")' 10)，11)は Rutter

の方法を改良し直径18.5"-'24.0cmの円形液紙の中心に

0.5 cmのスリットをつくり 0.5x4cmの法紙片を帰入

して溶剤を展開させる方法を考案し，中心から 4cmの

円周上に等間隔に試料と対照の既知アミノ酸混合液を交

互に塗布し rフゃタノール・酢酸・水混合液 (4: 1 : 5) 

で展開した。

Giriω は直径 35cmの大型湾紙を使用し蛋白の水

解物を対照の既知アミノ酸と同時に展開し，溶剤として

は nーブタノール・酢酸・水混合液 (4:1:5)，ピリジ

ン・水混合液 (8:むなどを用いると迅速正確な検出が

出来ると述べている。

かくの如くペーパ一法は有機物の分析に便利なこと



から艶植物成分の研究にも拡く使用され，結核菌体蛋白

及びツベルクリン蛋白の構成アミノ酸分析に関しでも山

村，清水山佐藤，阿部凶 }11瀬15) Rao & Wadhani16)そ

の他多数の報告がある。

然しその成績は必ずしも一定したものではなく結核

菌体及びツベルクリン蛋白の構成アミノ酸はその研究者

により多少異るものがある。これについて Rao& 

Wadhaniは彼等の成績から菌体蛋白の構成アミノ酸は

質的には回定しているが，量的には培養日数や培地の N

源の性質等によって変動すると述べている。著者は先人

の成績を確めること及び脱脂菌体についてアルカリ抽出

の影響並びに抽出されたアミノ酸と蛋白と，菌体及びツ

ベルクリン蛋白との関係を検討する目的で Paperchro-

matographyを行ったのでその成績をここに報告する。

実験材料

1) 試料。作り方の大要は第1表の如くである。

( i ) 結核菌体7k解物:ソートン培地に8週間培養

した人型結核菌青山B株を，蒸留水で充分洗滅した後こ

れにエーテルアルコール等量混合j夜を加えて 2日間放

置，エーテルアルコールを取変えて同じ操作を2回繰返

えし，得たる乾燥脱脂菌体 1g につき濃塩酸 7cc，蟻酸

7 cc， 7)( 6 ccを加えて 24時間加熱加水分解する。これ

を熱いうちに濃過し，液液を減圧で乾溜して塩酸を除き

更に7)(10ccを加えて溶解，活性炭により加熱脱色し，
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吸引渡過して得た潟液をクロマトグラフィーに用いた。。i) ツベルクリン蛋白水解物:上記培養溶液に三
塩化踏酸を加えて蛋白を沈澱せしめ沈澱部をエーテルで

充分沈澱した後上記と同様にして加水分解した。

(iii) 結核菌体アルカリ抽出蛋白水解物:エーテル

アルコール脱脂菌体に約 20イ音量の O.OlNNaOHを加

え約6ヶ月間 370Cの解卵器に放置後，これをザイツ滅

菌液過管で漉過し，得られた溶液に三塩化酷酸を沈澱が

生じなくなるまで加えて 1晩氷室に放置し遠沈により沈

澱と上清に分つ。この沈澱部をエ{テルアルコールで充

分洗淑し(i )と同線ーに加水分解した。

(iv) 結核関体アルアリ拍出液A:上記上清を減庄

濃縮したもの。

(v) アルカリ拍出物 B:(iii)のアルカリ抽出液

から菌体を除いた溶液をそのまま HClで中性とし，加

熱して蛋白を凝固させた後渡過，溶液を遠沈して得た上

清を減圧濃縮した。

2) 既知アミノ酸溶液:略 O.OlM溶液として使用

しfこ。

3) 鴻紙:東洋滞紙 No. 50 40 x 40 cm 

4) 装置 Ma，Fontaineらの考案したものと同形

で 40cmの、清紙が入る大きさのものを用Lたo

5) 展開溶剤。溶剤は市販品を再蒸留し， phenol 

は bp860C/l1 mm， collidine は 1650C~1700C ， n-

butanolは 1170C，酢酸は 1180C，pyridine は 115~

第 1表 試料の作り方
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116
0
C， benzylalcoholは 2050Cの点を取り下記の組成

のものを使用した。

くi) phenol:水飽和 phenol

(ii) collidine:水飽和 collidine

(jii) butanol:水飽平日 butanol

(iv) benzyl alcohol:水飽和 benzylalcohol 

(v) bu-ac:酢酸・ n-フゃタノール・水混合液(1:

4:めを分液漣、斗に入れてブタノール屑を取り， 4---5日

放冒したものを使用した。。i) bu-py: ピリジン・ nブタノール・水混合液
(3 : 4 : 7)を使用。

6) 粉霧発色試薬:ニンヒドリンを 0.2~;:; の;切に

合水フータノールに溶解したものを用いた。

実験方法

1次元法は 40x40cmの;磨、紙の 1片カミら 6cmの

処に既知アミノ酸及び試料を約 0.002cc宛 2cmの間

隔で塗布し，これをうず巻状の支柱に巻き込んで装帝内

に入れ密閉して溶剤Jを上昇させ，装置には鴻紙を入れる

前日，溶剤を約 2cmの高さまで入れて 200Cの恒温器

内に納め，溶剤蒸気を装置内に充満させて置いた。

溶剤により展開時聞は異るが 17乃至 24時間の聞

に溶剤前線を試料塗布点から約 27~30cm迄上昇させ

た。この浦、紙を装置から取出して室温乾燥後，ニンヒド

リン溶液を粉霧して室温で乾燥発色せしめ Rf値を測

定，更に加熱して新しし、発色の出現を調べた。

2次元法は相交る 2辺から夫々 6cmの処に直線を

引きその交点に試料を直径約 0.5cm位に塗布し， 1次

元法と同様にして最初 phenolで展開，室温乾燥後，

collidineで直角方向に再展開した。 乾燥発色は 1次元

法と同じである。

その他1次 phenol，2次 bu-ac，次 bu-ac，2 

次 phenol，及び 1次 phenol，2次 bu-py展開の各組

合せで実験を行った。

円形クロマトグラフィーは中心から半径 2cmの円

周上に試料と既知アミノ酸を交互に 4~12 個塗布した。

液紙の中心には 0.5cmのスリットを作って 0.5x5cm

の濃紙片を挿入し，デシケーターと蓋との間に法紙を水

平に置いた。デシケーターの内には溶剤を満したシャー

レを溶液面から漉、紙までの距離が 2cmになるように台

上に置きスリットをこのシャーレ内に入れて展開した。

このデシケーターも前日から 20
0Cの恒湿器内に置

き装置内を展開弗jの蒸気で満すために底部にも溶剤を入

れたシャーレを置いた。展開時間は約17時聞から 30時

間までの聞で溶剤前線が直径 35cm以上になるまで行

った。

別に試料をiti君紙の中心に 1個塗布して同様に展開し

7こ。

以上によって検出された Rf値と発色を既知アミノ

酸のそれと比較同定した。

実験成績

対照とした既知アミノ酸の1次元法による Rf仰は

第2表に示す如くである。

同じアミノ酸の円形クロマトグラフィーによる Rf

11古は上昇法のそれよりも梢大であった。(表は省略〉

なお，東洋淀紙 No.50を用いて実験を行った場

合，溶剤前線及びその近くに黄褐色の着色物が出来，特

にこれは phenol を溶剤とした場合に著しく， Rf 値が

0.8位になると乱れて測定出来なくなるのでこれを除く

目的で蒸溜水を入れた装置に漉紙を入れ1次元法と同じ

ように浦、紙上端まで蒸溜水を上昇せしめた後乾燥して実

験に使用した。この操作によって phenolでも全てのア

ミノ酸の Rf1[[が測定出来るようになり， しかも再現性

も良くなった。文他の溶剤で起る teilingもこれによっ

て少くなった。

各試料のアミノ酸分析は上昇次元法によって充分行

い得る。この場合の溶剤は phenol，collidineの組合せ

が最もよい分離を示した。但し collidineにはその製品

によって Rf値の異るものがある為，同一製品で実験を

行わなければならないと云う不便があり， 又 collidine

は Rf他方:低いので 30cm以上溶剤を上昇させなけれ

ばならない欠点のある事は止むを得ない。

Phenol， bu-ac，の組合せも悪くはなし、が， どちら

も酸性溶剤であるから Rf併が似ているために分離し難

いものもあった。

又 phenol，bu-pyの組合せでは分離は良いが spot

が広り易かった。然し溶剤に phenol，bu-ac，又は

bu-pyを用いた場合は円形クロマトグラフィーで 35cm

以上に展関すればこれのみで殆ど全てのアミノ酸を各試

料から分離検出することが出来た。

第1図は 1例として結核閣脱脂間体の塩酸加水分解

物〔試料 (i))の phenol，collidineによる上昇式次元

展開によって得られたクロマトグラムを示したものであ

る。図に見られるように 16種類のアミノ酸即ち ala-

mine， leucine， serine， cystine， glutamic acid， tyro-

sine， lysine， phenylanine， arginine histidine， thre・

onine， valine， aspartic acid， methionine， glycine及

び prolineが検出された。

以下試料 (ii)より (v)まではクロマトグラムを
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青リ
Phenol 

第 2表 各種溶剤によるアミノ酸の Rf佐

BuAc BuPy 
Benzyl 
alcohol 

一一ー-二7
~ 一ー ;容

dl一αalanine 0.55 

Collidine n-Butanol 

0.02 

0.87 0.39 0.31 0.56 0.75 

MO0.04l  O 01-ojjib  1jlO  01 

0.70 0.09 0.04 0.13 0.50 0.02 

0.50 竺L004J 0231」 52(ω
0.76 0.23 土!Ll O竺 0.64 0.11 

0.00 0.13 0.49 

アミノ酸

s-alanine 

L-(一〉一leucine 0，84 

0.85 dl-iso・Jeucine

dl-serine 0.36 

Lー(ー)-cystine 0.29 

L-(寸)-glutamicacid 0.28 

L-(ー )tyrosine 0.62 

L-( + )-Iysine monohydro 
chloride 0.45 

dl-s-phe町 Ialanine 

L-arginine hydrochloride 

L-histidine 

dl-threonine 

dl-valine 

L-aspartic acid 0.17 

asparagine O. 17 

dl-methionine 0.81 

L-(ー)ーtryptophane 0.75 

cysteme 0.31 

0.91 

0.00 0.06 

0.07 0.32 0.58 0.12 

0.06 0・03 0・16 1 0町一 0.02

0.17 L-proline 

glycine 0.40 

省略しそのアミノ酸構成を一括して第3表に示した。表

のごとく菌体，菌体アルカリ抽出蛋白においては 16種

類， ツベルクリン蛋白では tyroslneを除く 15種類，

アルカリ抽出液では菌体で検出される 16種類の他に

tryptophaneをも証明することが出来た。

アルカリ抽出液は三塩化酷酸で蛋白を除去したもの

〔試料(iv)J も， 加熱濃縮したもの〔試料 (v)J も Rf

値に一部差はあるがアミノ酸構成は定性的には同じであ

った。

考 察

結核菌の菌体蛋白構成アミノ酸については前述の如

く多くの研究があるがそのうち著者の成績と若干異るも

のを挙げて見ると山村らは taurine を証明したが

0.12 

0.08 

0.34 

0.06 0.30 0.51 

0.02 0.28 0.51 0.15 

0.19 0.72 0.30 0.62 

0.60 

0.17 

0.70 0.18 

|ふ;----1 0.01 
0.32 0.28 

。目09 0.03 

0.03 

0.01 0.21 0.54 0.00 

0.13 0.40 0.68 0.12 

0.10 一一 0.00 

1--0.36 

-
A
V
 

ハU 0.07 

0.06 

0.41 

0.03 -
A
V
 

日
リ

0.05 ハU
A
U
 -

A
U
 

0.05 0.13 

0.32 0.45 0.68 0.18 0.18 

0.40 0.43 0.26 

methionine を証明せず，佐繰らは tryptophane，

glucosamineを Raoらは tryptophane，iso-Ieucine 

を証明している。著者は上述の如く methionine，の証

明は出来たが， taurine， tryptophone， glucosamine， 

iso-Ieucine等の証明は出来なかった。 この内 iso-len-

cme についてはその存在を認め得るようにも思われる

が， iso-Ieucineと leucineの Rf{I直が似ているために

分離がし難く，その為判明とその存在を確認する事は出

来なかったο 又 tryptophane の存在については Rao

らがその証明のために水酸化バリウムで加水分解してい

るに反し，著者は塩酸で加水分解を行ったのみであるか

ら水解中に tryptophaneが分解して証明されなくなっ

たのかも知れない。この推察は直体のアルカリ抽出液に

tryptophaneの証明されることから見てもある程度正
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第 3表 各試料のアミノ酸構成

¥¥試料(i ) (ii) (iii) (iv) ( v ) 
¥ 1 結核菌体 |ッペルタリン| 結核菌体| 結核菌体アルカリ

| アルカリ | 抽出液
アミノ酸 ¥¥| 蛋白 | 酎 | 抽出蛋白 A .1 B 

alalllne +十+ + + 

」竺一一一+ーよ←ー|--1-j + |」-
serine + + + + + 

cystine つ |一一一工一工 I + I て「一
二主厄主二三二王二|二三二|二子二i二
tyrosine + + + + 

lysine +十+ + + 
山両孟Ji--Z- 「-E-「-7-| 一干一 「-Z
arginine--J--LJ -:L-i-i -+ |一一土 (一士一
histidine + + + + + 

threonine 十+ +十+

valine + + + + + 

aspartic acid 十+ + + + 
+ l---=;--r 工---l-王一一(一一平一-

glyci竺+ + +十+

J竺竺正 r--.=~_-_~-~: ::.三二17三 |二三一一|二一二一
jroline + + + +土一一

第 1図 結核菌菌体加水分解物の上昇式二次元法によ
る Chromatogram 一次 phenol，二次 collidine，

210C，溶剤前線 phenol=27cm，collidine=31cm， 

試料塗布点右下端Oの位置

しいものと息われる。一方ツベルクリン蛋白についての

先人の成績を見るに山村らは tyrosine，cystine， histi-

dineを，佐藤らは phenylalanineを証明出来ないと

述べているが，著者の実験では tyrosineの証明が出来

なかったほかはすべて証明することが出来た。尚 tyro幽

sineが証明出来なかったのは tyrosineの濃度が菌体の

それよりも低いためではないかとも考えられる。何とな

れば tyrosineの検出には比較的多量を要ししかも発色

が黄色乃至褐色なため少量の場合検出が困難だからであ

る。
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0.7 07 
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0.5 05 
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0.3 Leuci';τ 、一X Methionine 日3

0.2 E) 0.2 

0.1 2話回lJi

菌体のアルカリ拍出蛋白の構成アミノ酸は菌体水解

物のそれと質的には同じであるがこれを酵素学的に若干

眺めて見ょう。

Corper， Sweang17lその他多くの学者の述べている

如く人型並びに牛型結核菌は自己融解酵素を持って居

る。 Baisden，Yegian1田によると Autolyseはエーテル

アルコールで生菌を処理すると増強すると云う。また

Wong19lは結核菌はアルカリ性 (pH8.0)にした方

が対照 (pH5.8)よりも tuberculinが2倍以上得られ

たと述べ， Wong， Duyang20lは合成培地に H37Rvを

植え4週後漉過し，波、液を取除き菌体を2分し，一方に



0.05 N NaOH 150 ccを他方には滅菌水 150ccを加え

て毎日フラスコを振濯したが，結核薗の Autolyseは Na

OHの方では3日目に現われ 14日目には殆ど intactな

cellは見られなかったに反し，滅菌水の方は Autolyse

がおきなかったと述べている。

以上を考慮して著者の実験を眺めて見るとアルカリ

抽出液中の蛋白は菌体から単に拍出されたものばかりで

なく，エーテルアルコールによっては酵素は破壊されな

いから当然 Autolyseが起っているものと考えられるの

で， Autolyseによる菌体破壊に抽出が加わったものと考

えてよい。又実際に抽出後の作成途中で薗体の破壊状態

を顕微鏡で観察したが，中性抽出では見られない程早期

(数日〉に破壊が起っていたことも Autolyseの旺盛な事

を示すものである。従ってアルカリ抽出液のアミノ酸構

成分塩酸加水分解と質的に同じであったにしても量的に

は可なり相違するものがある事は容易に想像される。然

しRaoらの云うごとく，培養日数，培地中の N源等に

よって菌体蛋白自体の構成アミノ酸も量的に変動するも

のであるから量的な比較と云う事は非常に難しい。ここ

に述べたペーパークロマトグラフィーに他の生化学的な

方法を併用する事によって，結核医iの菌体構成分は更に

はっきりして行くものと考える。

結 論

ソートン培地に 6週間培接した人型結核菌青山B株

のエーテルアルコール(1: 1)脱脂菌体及びツベルクリ

ンの塩酸加水分解物並びにアルカリ処理菌体蛋白の構成

アミノ酸を paperchromatographyによって分析検出

し，次の結果を得た。

結核菌体蛋白の構成アミノ酸として serine，aspartic 

acid， glutamic acid， glycine， alanine， valine， leucine， 

phenyl alanine， threonine， proline， cystine， histidine， 

arginine， lysine， methionine及び tyrosineの 16種

類を検出し得た。

ツベルクリン蛋白については tyrosineを除く 15種

類，菌体のアルカリ抽出液では前記の 16種類の他に

tryptophaneを証明出来た。

tryptophane は塩酸加水分解中に分解されるため

にアルカリ拍出液以外では証明出来なかったものと考え

る。

尚各試料とも IS0・leucineが存在するようにも思わ

れたが leucineと明らかに区別することが困難であっ

たのでこれを除外した。

稿を終るに当り御指導並びに街]校閲を賜わった大原
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