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ツベルクリン蛋白の抗原性に関する研究

H 分画成分の蛋白酵素消化試験

奥山春枝・太田明彦・森川和雄

(~ヒ海道大学結核研究所病理部〕
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純粋なツベルグノレン活性物質を分離しようとL、う試み III. O.lM phosphate bllffer+1.0M NaCI pH4.0 

は 30年以上も続けられているが，まだその目的は達 IV. 0.1 N NaOH 

せられていない。我々も数年前よりこの問題にとりく V. 1.0N NaOH 

み，その第1報はすでに発表した。1) 即ち，結核菌培養 V1. 1.0N HCI 

を行った Sallton培地の非加熱i慮液から三塩化酷酸沈澱 各画分は 30mlづっ集め，直ちに pHを中性に調整

で得た蛋白を，電気泳動と ion交換体を用いた colllmn 後，各々について蛋白量 (Cll-Folin法， 750mμ)，糖量

chromatographyで更に分離を試みたのである。そして (Anthrone法.620mμ)を測定しその量により展開曲

沈降反応抗原性の強い画分と，皮内反応抗原性の強い画 線を書いた。

分を分離したが，完全に分離するというまでには至らな ii: Colllmn chromatography II 

かった。結核の皮内反応，ひいては遅延型反応発来の機 前述の 1 回目の展開でえた I~III 展開液による画分

序を知るためには，遅延型反応のみをおこす純粋な抗原 を，更に次の展開液を用いて分画した。これに用いた蛋

物質を得ることがどうしても必要なことであるので，今 白量は 280.9mgである。

回も叉同じ目的で，前回とは異なるツベノレタリン lotか 1. 0.005 M phosph. bllffer pH 7.0 

ら分離を試みた。尚更に，蛋白と結合乃至は混入してい II. 0.01 M NaH2 PO 4 pH 6.0 

る糖成分の関与の如何をみるために，蛋白酵素による消

化試験を合わせ行なった。

III. 0.01 M 

1V. 

V. 

ク

ク

イ少 + 0.05 M NaCl pH 5.7 

+ 0.1 M NaCl pH 4.5 

+ 0.2M NaCl pH 4.5 実験材料及び実験方法

1. ツベルタリン蛋白 (TPt6) V1. 0.01 MNaH2 P04 + 0.4M NaCl pH 4.5 

人型結核菌 H37Rvを Sallton培地で 9週間培養，そ

の非加熱培養濡液から，前報1)と同様にさ寝化酷酸 (pH

4.0)沈澱法で蛋自画分を得た。今回用いた蛋白画分は.

VII. 

VIII 

XI 

" 
ィク

ク

6番目の培養 lotから分画したものに当るので， TPt 6 X. 0.1 N NaOH 

十0.6M NaCl pH 4.5 

十1.0M NaCl pH 4.5 

十1.0M NaCl pH 7.0 

と称する。これの N2含量は 10.29% (micro-Dllmas法)， 各30mlづっ分けた画分を前述と同様方法で蛋白量，

糖含量ほ1.88~百 (Anthrone 法，萄葡糖に換算)である ι 糖量の測定をし，展開曲線を作製したむ

2. DEAE-celluloseによる colllmnchromatographv iii) Co¥umn chromatography 1II 

i) Column chromatography 回目の展開の 0.1N NaOHで溶出した画分及ひ、2

使用した columnは DEAE-cellulose(0. 8 mq/g)を用 回目の展開の最初に出た画分は，何れも展開曲線に2つ

い-!x 35 cmのものである。予かじめ 0.005MNaH2 の峯が形成されたので，もう 1度分画した。何れも 0.1

P04pH 7.0で平衡状態に達せしめておいた。 TPt6 594 K NaOHで溶出した。

mgを同じ緩衡液 100mlに溶解，これを 30m1/hの速度 尚以下に並べる諸反応は，これら展開曲線の peakに

で columnの上より流し込んだ。そのあと，下記の展開 当る画分を抗原として行なった。

液を階段状に変えて展開を行なった。各使用展開液量 3. 沈降反応

は容出されてくる蛋白量により適宣変更した H37Rv結核加熱死菌 10mgを0.5m¥の生食水に溶解

展開液 L，これに Ar¥acel1 : Drackeol 9の割に混じた adju・
1. 0.005 M NaH2 P04 pH 6.8 vant を等量加えた乳濁液を 5日おき 3回皮下注射を行

11. 0.1 M phosphate buffer+ 1. 0 M NaCl pH 7.0 なって家兎を感作L，血清抗体価が高くなってから適宣
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採血して抗血清をえた。但L，同一実験で各菌分間の抗 直ちにそれを抗原として沈降反応を仔ない，叉各画分蛋

京力価を測定する時は，同一血清で一度に全部を行なっ 白量 100r/mlとして皮内反応抗原性をしらベたc

て比較した。沈降反応は，抗原〔分画成分〕稀釈と抗血 ii) Pronase消化試験

清稀釈を組合わせて，重層法で、行なった。抗体価は，反 ニれは，分画成分が量拘に不足したために， TPt 6そ

応陽性を示Lた抗血清の最高稀釈倍数(倍数稀釈)で表 のものについて行った。 TPt6 2 mg/ml に120量の

わい抗原価は同じく陽性を示Lた分画成分の最高稀釈 pronase (プロナーゼP，科研〉を 0.65% sod. bicarb. 

(10倍数稀釈)で表わした。 に溶解した溶液を等量加え.3TC 24時間処理Lたτその

4. 皮内反応 後直ちに血清応抗原として用いた。尚対照とLて prけ』

抗血清をえた同じ感作兎群の背部を用いて，分西成分 naseを入れないで 3TC24時間おいたもの，及乙、血清反

を抗原として反応を行なった。分画成分は，生食水で一 応を行なう直前に同じ割合に prona~e を入れた前分を抗

1支氷庫内透析後 100r.ml蛋白濃度に稀釈しその 0.1 原として反応を行なった。

mlを皮内注射L，1， 3， 6， 2L 48， 72時間後その部分 G. 超遠心分析

Jコ発赤の大きさ，硬結による増加Lた皮膚の厚さを測定 各圏分の peak画分を，最初の Tl't6作製の時と同

した。皮内反応部担織の顕微鏡的所見の観察のために 様にさ塩化酷酸を加えて沈澱させることにより濃縮し，

11，土記判定時間に2個つつ反応部皮曹を切りとり， d， 志pircoTァpeEを用いて超遠心分析を行なった :-)vn-
ルマリン固定後，パラフイン切片を作製Lて hen1atoXj・ thetic bOL:ndary cellを使用Lた。

1i n-eo~in 染色で観察Ltこ。 7. 寒天内沈降反応

:J. 蛋白酵素による消化試験 Ol!chterloI1Yの doじblediffusio日 methodを応用Ltこ，

il Tryvin消イt試験 周辺の6個の孔に各画分を入れ， 3枚の plateて各溜分

O.6::;~ó' ncl. bicarb.で 10，'mlにi容解した Trypsin 間にできる沈降線の相互関係を求めた。

'.N¥ltritional Biochemicals Corporation)を，蛋白量に対 成 績

し1100量の割合に加えて，3TC 5日間処置Lた。対照 1. Col umn chromatographyて、えた畏開曲線

として， trypsl!1溶液の代りに 0.65%同d.bicarb田浴 1回目の展開で、えた展開曲線を図1に示したc犬きく

i夜だ:tを加えて同時に処置したものをおいた。 5日後 3つの粛分に分げられる。 O.lMphosphate + 1.0M 

Y/ml 

2，000 

吋←-2ー骨一一-3一一一一←一一 4ーー+一一一一 5 

charge 

2 O.05M凶lOsphate pH7.0 

蛋
白
量

3 O.IM凶osph.+I.OMNaCl 

4 + pH4.0 

.. 
量

5 0.1 N NaOH 

61.0 N NaOH 

7 1.0 N HCI 

(S) 
eーー→

{C)八
八'¥

久AX100 

3，000 
・ー→←ーーー

4.000 ml 

6一一→一一 7
日 1 ツベルタリン蛋白 (TPt6)のDEAE-celluloseに4る分画 i第 1問)

(TPt 6 549 mg) 
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1 charge 4 0.0川 phos.+0.05MN刷5.7)7 O.OIM向 s.+0.4MNaC刷4.5)10 QOIM肉付IMNaCI刷糊
20.005M同105凶.(pH7.0)5 +aIMNaα(pH4.5) 8. +<l6M NaCI (pH • 1 11 0.1 N NaOH 

30.01Mph08凶. (pH6.01 6 ・+O.2MNaCllpH.) 9 +LOM NaCl(pH'・}

図 2 第 2 回分画 第 1回分画のA画分 (280.9rng) 

r\'~氏、 1 pH 7.0でi容出されたものを A画分とした。使用

した蛋白量の大半¥iここに溶問された。 0.1NNaOHで

溶出されたものをB画分とし，そのあと culumnに残っ

ている蛋白を全部溶出するために1.0NNaOHを通し

て出たものをC画分とした。このC画分は蛋白の変性が

高度であると思われるL，叉後に述べる各血清反応，皮

内反応抗原性が極度に低いことから，この研究対照から

除外し専らA及びB画分について諸反応抗原性を追求

L~こc

A@j分i主展開液にl.OMNaClとL、う大量の塩を加

えて溶出されたもので，これをもっと小さな段階で塩濃

度を変えることにより，更に細かく分画されることが予

想されるので，第2回の分画を行なったc 図2にみるよ

ろに6分画をえた。それぞれ初めから， A I， A II， 

A III， A IV， A V，及び A VIと名付けた。この A

画分l主第1回の分画で，1.0M).IaCl濃度で溶出された

画分であるが，第2回では同じ塩濃度でもなお colllmn

に残っている部分がかなりありそれを0.1N NaOHで溶

出uこっt/;A VI画分である。従って DEAE-cel1ll¥ose 
による畏開中にかなり蛋白質に変性をもたらすニとが推

定される。

第 1四分匡のB両分の展開曲線は2つの峯を作ってお

り，叉第2四分画の AI画分は蛋白量 100r/ml以下の

低い，しかもはっきりとした peakを作らない曲線を示

L たので，この両者を更に co¥umnにかけ溶出した。何

れも 0.1N NaOHで溶出させたもので，再展開という

よりも濃縮の意味が強し、。ここでB画分ば量は少なLゆる

非常に高濃度の液をうることができたc

aZo10o0o川f I 

一ー蛋白量
ー-ー 章者量 I，O()。

C A I) 
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CBI 

~OC訓

1，00。鯛『 1，000ml 
EKIe"-"F.' 。" ←-QINN柑←ー一『

回 3 第 3 回分画

表 1 分画成分の性状

AI (A凶) AlI (A日)I A][(A川 iAN(A昭)I A V (A132) A VI (A附 IB(B15) 

蛋白量制 l 山 0' 106.0 205.0 205.0 I 352.01 揃 Oi M00  
糖量 r/mQ! 7.9 2.5 3.5 2.9 ， 0 15.7 幻.4
(蛋白量に対する.%) (4.1) ! (2.4) (1. 7) • (1. 9) (0) I (4.7) i (1. 0) 

MoJisch反応!十土 土 l ー!件 i ・H
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2. 分商成分の性状

各画分の蛋白量曲線で peakをなした部分だけを諸反

応に用いて，その性状を表1に示Lた。ここに記した蛋

白量は peakの溶出したままの蛋白含量を表わLてい

る。従って各画分ばらばらの値を示Lている。糖量即ち

Anthrone 法で測定した値及ひ、 Molisch 反応も， そ

のままの溶出液について測定したものであり，カッコ内

の値が蛋白量に対する糖量の割合を示Lている。糖含量

)1各画分でかなり異なるのがみとめられる。

3. 分画成分の沈降反応抗原性

沈降反応抗原は，溶出液そのままを原液と Lて，それ

の10倍数稀釈を行なった。従ってそれぞれの抗原原液

の蛋白濃度は前述の蛋白濃度であって，各画分異なる濃

度である。ここに用いた抗血清の抗体価は，抗原各画分

を分画する前の sampleである TPt6を抗原として，64

倍稀釈陽性を示すものである。各画分の抗体価l土図にみ

るようにばらばらの値であり， TPt 6と同じ 64倍稀釈

陽性は AV画分のみであった。従って各画分がそれぞ

れ異なる抗体の存在を示Lていることになる。抗原価

;土，分画成分の稀釈倍数で、表わすので、あるが， 10倍稀

釈陽性は AVI画分のみで，他は AIを除いて原液で

のみ陽性を示Lわ。 B回l分は蛋白濃度が非常に高いにも

かかわらず原液のみで陽性で‘あった。 AVI両分;土，

A II~A V画分の蛋白濃度と同じか或いはせいぜL、1.5

倍程度であるにもかかわらず， 10倍まで陽性というこ

とは，高活性因乎の存在を示している。 AI画分が陰性

であるのは，活性因子をもたないか，あるいほ抗原濃度

がうすいためと考えられる。

4. 分画成分の皮内反応抗原性

f之内反応は，実験方法で述べたように，蛋白量を

100r'mlに統一してその 0.1mlを皮内に注射Lてしら

べた。従って反応に用いた蛋白量はlOrに相当する。

図5にみられる TPt6を抗原とした反応が.48時間を

頂点とする反応で，結核兎におけーる定型的な遅延型反応

と我々は判定している。そこで，各酒分の反応をみると，

その peakを6時間， U 時間及び 48時間の 3種の反応

i三分けることが出来る。ニのうち 6時間 peakを示すも

乃は速時型反応に入れるべきものであり 48時間 pεak

;1 TPt 6にみられる反応と同じであって，定型的遅延

型反応とみなされる。 24時間 peakI工丁度この両者の混

合型に相当する。従って定型的な遅延型反応はB画分i二

だげみられ，しかも注射直後の局所の浮腫が消認後 I時

的に反応は減弱(3時間後)L，そのあと 48時間迄直

線約に増強しているのは， TPt 6 よりも初期の速時~反

応因子が殆んど除かれていることを示している O

10 
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表 2 之内反応組織所見

経| 浸潤細胞乃種類 浸潤細 血管内細血管周囲
'm ~--.-~~~--~~----~~~~~~-手 腫 l 血管拡張
f 多妓球単球 リンノバ《球胞変性 胞集積 l 細胞浸潤

問石一

+" +二 二二|二二二二二一一三7 柑 二二三 ld-f-jl+
3 州 i +ー土|一一一一州+仲 l ーキ+ I + I 仲 I + 

云-jl;μlJ777Jl7τl二 l777!7
j同-J7l+IiLi二 ト三:EJ7?一日JJ
48i+|+:+|榊|土+ +"一 ±±-i土 !+(+1-I4・+
引+jilJhL!二 γ 二一二 71J二一ご(
r支内反応の組織学児所見

定型的な速時型反応を示した AII画分と，遅延型反

応を示LたB画分による皮内反応の時間的経過を， he・

mat0xylin寸 osin 染色による組織標本で追求Lた。表1

.二示Lたように， A II画分による反応は時間白か

ら浮撞，細胞浸j閏が明らかとなってきて，最高は6時間

後に達している。 24時間後から減退し始め 48時間で

iまかなり減弱L，浮腫は殆んど消失している。浸潤細胞

ぷ多核球が主体で， 6時間自に最も多く，この他浮腫が

強いのが特長的である。叉血管周囲の細胞浸潤が6時間

迄強くみとめられる。これに反し， B画分による反応

;土， 6時間後からはっきりした細抱浸潤が現われ始め，

48時間が最強である。 6時間後でほ多核球が中等度i二円

ているが，そのあとに続く 24，48， 72時間の反応で;工，

全般の細胞浸潤の程度が増強するにつれ，単球の浸J筒が

著明となっている。 AII画分に比し浮1重lおまるか二弱

く，叉浸潤細砲の変性が AII画分で;土48，72時間、二

TPt6 AIT 

Tます24τ87'2h

幽ー佑ー抜:t正栃丸

図 6 結核兎と正常兎の皮内反応

B 

著明となっているのに反L，B画分では72時聞に僅か

よJヱえられるにすぎなL、。

こつようなツベルタリン蛋白画分による速時型の反応

が，非特異的な刺戟によるものではなし、かを検討するた

め二次の実験を行なった。

z室内獲高量

AlI 101 t¥ 

20 

AM 10 

AV 

M¥..........-........_--.......、.

‘ .....--聞・・_.、‘
・'司、ー、"司、‘‘'句、一‘，、、、、、、

~ 

ー-i吉枝先 ・・圃正常鬼

¥ 

D7 分画成分による皮膚の特異的反
応と非特異的反応の分離



5. 分画成分による速時型反応、原性の吟I失

先ず， TPt6， AII画分及びB画分について今

迄我々の用いた抗原量lOrを， 正常兎と結核兎

の両者の皮内に注射Lて，その時間的経過を追っ

てしらベた。図6にみるように， AII画分では正

常兎と結核兎の反応が全く同じであるが， B画分

では3時間まで同じであるが，そのあと正常兎で

は全く反応が消失し，結核兎にお(十る反応だけが

強くなっている。 TPt6では，正常兎におげる反

応はB画分より長びくが， A II画分よりは弱L、:

従って AII画分にみられた反応が，非特異5'J反

応と区別がつかないので，抗原液を更に稀釈した

もので反応をしらべたc

AII， AIII， AV， B底分のそれぞれlOr，11'，

0.1r，0.01rを正常兎及び結核兎の反内に注射し

た。図7には0.1r注射時の反応の時間的経過を

示した。注射局所の 1時間自の浮涯を除いては.

3時間 6時間後においても明らかに結!亥兎の7;

が強い反応を示した。即ち非特異的刺戟とは :~{i~に

速時型反応の抗原物質が確かにあることを示 Lて
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6. 蛋白酵素による消{r試験

11 Trypsin消化試験

実験方法で述べた条件で，分画成分を消化した

後直ちに反応性をしらべた。図Sにみられる;吃降

反応抗原性は trypsm処理をしたものと tr日明

SlDを入れないで同じ条件においた対照と全く同

じ抗体価及び抗原価を示した。Jlllち， trYI=sm 消化

は沈降反応抗原性には全く影響を与えなし、。この

際の try予ll1消化の程度は，消化後両分の三塩化

酪酸による沈澱上清の Cu-Folin法測定から計算

すると，約 íO~90 'J6である。

処理後の分画成分lOrで皮内反応を行うと， 21

時間以後の反応，JlPち遅延型の反応に明らかに>，.，.

弱がみられた。即ち，速時型の反応，これには前

に述べたように非特異的反応もかなり含まれてL

るが，全く影響なく，遅延型反応原物質のみが消

化されたニとを示しているむ

2i Pronase消化試験

Pronaseは trypslllよりも広範囲に作用すると

いわれるので，ニれによる消化試験を試みたc 沈

降反応抗原性に蛋白酵素が全く影響しないのかと

うかを再度確がめるために行ったのであるが，分、

西成分が少なくて使用できなかったので，分直す

る前の sampleである TPt6を直接消化した。
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結果:i図 10;こみるように全く抗原性の減弱はみられな

かった。抗体価ではむしろ試験管 I本のと昇を示した。

この上昇の理由ははっきり Lないが pronase処理によ

り抗原活性部分の露出ということも一応考えられるであ
一，、，

〆コつ c

オえイ本件草久
2 4 e 16 32 64 

ネタ弘J!.

タ"'- .J.I. 

枕 2

~， 8 

4+tz 
iた 12.8
4同Il/ml)

2 

37'C24hr. 
日

32 

12.8 

図10 TPt 6のPronase消化試験ー沈降反応

'. 分画成分の超遠心分析

Chromatographyで溶出されたままの濃度ではうすく

て分析には不向きであるので，実験方法で述べたように

三塩化踏散で沈降させて濃縮した回転は 22X 104 g 

で， 0分と 20分後の写真を図 11に示した。どの画分

tこも hーの分離はみられないが， AIV画分では20分で左

右の傾斜がかなり異なるのがみられた。叉この画分だけ

が持i二沈降恒数が高い値を示した。

:号、N 20 AII 0.68 

AIII 0.62 

AIV 1. 96 

AV  0.56 

A VI 0.56 

B 0.43 

~. 寒天内沈降反応
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表 3 寒天内沈降反応線の解析

An Arn AN  AV A~ B 

a a 

h 

c c 

d d d d 

e e 

再

蛋白質 80r 460r S20r 1060r 170r 1344r/ml 

5本の線を識別できたが，お互に共通Lた線が多くみら

れる。特にdは全部に通じてみられた。即ち，抗原成分

がまだかなりまざり合っていることを示Lている G A III 

圏分の b，B画分の gは単独にみられた。しかし前述の

ように sampleの都合上各々の性格をこれ以上詳しくし

らべることができなかった。

総括及び考按

結核菌培養を行なった Sauton培地から，三塩化酷酸

沈澱法で、えたツベノレタリン蛋白を，我々は TPtと称し

て，数年前よる旧ツヘルクリンの代りにツヘルタリン反

応抗原として使用している。このカ価は，兎の皮内反応

では 10rで丁度旧ツベルタリンの 40倍稀釈液と同程度

の反応の強さを示すので，この量を用いてきた。叉この

TPt は沈降反応原としても旧ツヘルタリンに比し判定の

容易な明瞭な反応を示す。しかしこれは専ら重層法を用

いた場合の抗原としてであって，定量沈降反応に用いる

場合には，きれいな最適点をうることができないため

に，この反応への使用は満足されなL、。皮内反応抗原と

Lても 24乃至 48時聞を頂点とする遅延型反応では

あるが， 3乃至 6時間の速時型反応の混合もあり，純粋

な遅延型反応のみとl弘、われなし、。従って，遅延型反応

の機転を研究するためツベルクリン反応を利用しようと

するには，必然的に抗原の純粋さということが問題と

なってくる。叉，血清反応と皮内反応の抗体問の問題の

追求も重要な課題であるが， これにも叉抗原の純粋きが

我々の用いた Ochterlony法での，抗原成分にかなり 第一の難関となることである。

の蛋白凌度と，最を要するので，今回えた samplevこは 前回の報告1)で我々は，電気泳動と DEAE-celllllose

限りがあるために，この実験は予備的なものである。 3 colllmn chromatographyの組合わせて、 TPtを更に分画

つの plateを用いて，周辺の 6つの抗原槽に分画成分を入 して，遅延型皮内反応原性の強い両分と，沈降反応抗原

れる組合わせを変えることにより，各画分間の沈降線の 性の強L、画分に或程度迄分離しえた。そして，血清反応

鶏係を L らベた。それによって判定 Lえた線を a~g と 抗原性も皮内反応抗原性も蛋白成分と関{おしているであ

命名 Lた。 AII及び AVI画分でほ線を証明することが ろうと推定した。今回は， DEAE-column chromatogra-

できなかったが，これは抗原濃度がうすいためと考えら phyだけで分離できるかどうか，叉特に沈降反応抗原性

れる oAIIT， AIV， AV及び B画分でそれぞれ2乃至 の点で蛋白成分のみが関与しているのかどうかを他の方
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面から追求しようとして実験を行なったのであと c による沈降反応でほ，抗原性が非常に弱く，又抗体価も

DEAE-cellulo，e column chromatograph，-による分画 イ民、ニとから考えると，蛋白成分と結合している多糖体

方法は，蛋白質の分商方法として障碍性の少ない方法と 成分に抗原性があるc 即ち，反応の場ではなくて，抗体

Lて広く用いられているが，今回の結果よりみると，或 産生の場において蛋白と結合していることが大きい作用

程度の変性がおこると思われる。それは，再展開の際， をなLているのではないかと考える。

同じ緩衝液で完全に溶出してしまうことができな点為った 次に皮内反応抗原性であるが，各画分lOrでそれそ

ことから推定される。即ち AVI画分の存在である。但 れ異なる又応型式を示しているが，その最高の強さは大

L，その 1部は，急激に異なる緩衝液で一度に溶出した 体同程度であり， B画分だけは他よりかなり強L、反応て

時には，余分の蛋白も同時に溶出されるということによ あった。前回の報告と同様に，展開の初期に出てくる画

るものも含まれていると思われる。各画分で Anthrone 分は速時JIiで，中間型を経て，最後のB画分では定型前

法及び Molisch法何れも反応陰性を示した画分は AV な遅延型反応を示している。この反応型式は，組織所見

画分のみで，他は1. 0~4.7 %程度に糖成分を含んでい でも遅延型を示Lている。速時型則ち 6時間 peakの反

た。 DEAE-chromatographyのみでは両者の完全な分離 応は，組織学却には多核球性反応であった。これは叉非

はむずかしいと思オつれる。この少量に含まれる糖成分は 特異的反応と区別するニとがむずかしL、。そのために.

糖蛋白として含まれると考えるのがよいであろう。 抗原稀釈とL、う方法で非特異的反応を出来るだけ除外し

さて，各画分による沈降反応をみると，全く各画分ば てみると，確かに6時間 peakの速時型アレノレギ一反応

らばらの値である。抗原の力価とL、う場合は，抗原稀釈 の存在を認めることができた。速時型と遅延型反応物質

をもって判定されるが，何れも同程度， A VI画分だ;十 の違いが，分子の大きさの差によるものかどうか，今回

が 10倍稀釈陽性で最高であった。このうち B画分は蛋 我々は分子量の測定まではできなかったが，沈降恒数で

白濃度が他に比し非常に高いにもかかわらず 10倍稀釈 は差異が認められなかった。又抗原成分としての蛋白の

陰性であることから，この画分が最も活性が低いといえ 役割について，蛋白酵素消化の影響をみると trypslll

る。又抗体価についてみると，各々異なる価であること 消化だけについての観察であるが， 2J時間以後の反応

は，各々異なる抗原抗体系で反応していることを示して に明らかな低下を示した。これより，少なくとも遅延型

いる。我々が結核血清で抗体形成の程度を知るのはこの 反応は蛋白成分によるものといえる O

抗血清稀釈の価をみているのであるから，その意味では B画分による反応が，我々は純粋な遅延型反応である

抗体価最高を示す抗原が反応原として使用するのに最も と判定するのであるが，前報の場合と同禄，この画分は

優秀なわけで，その点では AV画分が最も高値を示し 0.1 N NaOHで溶出される成分であ。そのことは，燐殺

た。この値は分画前の TPt6を抗原とした場合と同じ 緩衝液と異なり，或程度の変性がおきるであろうことが

である。このように，結核兎には非常に多種類の沈降反 考えられる。 gelatinや変性蛋自による遅延型反応に関

応性抗体が作られているのがわかる。この沈降反応の抗 する研究が最近多数2)みられるが，ツベルタリン蛋白に

原物質が純粋な蛋白によるものか，或は少量に含まれる おいても同様なことがL、えるかどうか，抗原活性を低下

糖成分によるものか，それを判定する 1つの方法として しない程度の変性の影響ということが今後の実験的証明

蛋白酵素による分解を試みたc8， 10図に示したように， を必要とするであろう。我々の用いている三塩化的酸沈

trypsin 消化，pronase消化何れにも全く影響されない成 澱蛋白の活性が強いということが，この変性蛋自の活性

績が出た。 pronase は広範囲の蛋白の消化に利用しう というニとと連がりがあるかもしれないと考えているc

るし叉強力である，我々の TPtの分解も 75%に達し 最後に，抗原分析の面で最近広く応用されている寒天

た。従って倍数稀釈による試験方法では少くとも抗原価 内沈降反応法を，我々も各分画成分で試みたが，ample

で1/4になることが予想されるが，全く変動がなしむ が少ないことから，濃度が充分に高く出来ないため，

しろ抗体価において 1段階の上昇を示Lた。このこと A III， A IV. A V， B画分しか反応線の分析が出来な

は，この反応におげる蛋白の関与を否定し，蛋白と結合 かった。これらの4画分についてみると，かなり沢山の

している何かが反応
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白を，電気泳動及び 10日交換 chromatographyで精製を 4. 遅延型皮内反応抗原性は，蛋白階素の作用を受

くり返し，沌粋な蛋白成分を分離したと報告している C げ，著明な反応活性の減弱を示Lた。

これらの純粋な蛋白面分が沈降反応或は皮内反応で如何 :). 皮内反応抗原性については， Iツ」蛋白画分には

なる抗原性を示すか興味のあるところであるが，それに 遅延型のみでなく速時型反応を惹起する抗原成分も認め

関する実験の報告にはまだ接していなし、。我々の行なつ られた。

た DEAE-columnchromatographyのみでの分画では 6. 寒天内沈洋反応により，各分画成分はまだかなわ

純粋な蛋白成分にするということには成功しなかった 沢山の抗原成分からなることが証明されたc

が，遅延型皮内反応抗原物質と Lてはかなり優秀な両分

をうるニとが出来るc今後もっと他の方法との組合わせ

を考'-'生物学約活性との関連性をもたせて追求Lてい

き?ニいと思っているぐ

車土
日 E命

1. H3i Rv 結核菌の Sauton 培養慮液からさ塩化'~ i 

椴沈澱でえたツヘノレクリン蛋白を DEAE-celll恥secoll:・

nln chrCJllla t口graphyで更に分画L，7画分をえたC

2. i:Ji:降反応抗原性の高い画分と，遅延型反内反応抗

原性の高い画分を分離するニとが出来たc

3. l:t;ij:反応抗原性は，蛋白酵素により消化主れず，

非民山吟代であるニとを示Ltニc
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写真説明

分画成分皮内注射時の組織学的所見。 (H.E.染色)

Fig 1: A II画分注射後3時間，血管内の多核球集積

と，繍漫性の多核球浸潤がある。浮腫が強い。

Fig 2:同上6時間。細抱浸潤は更に強さを増し，殆

んとが多核球である。浮腫着明。

Fig 3:向上24時間。浸潤細胞は多核球が主で， (，基

かi二単核細胞の出現がある。

Fig 4:同1:48時間。浸、問細胞は変性壊死におち入

り，集塊状をなして来ている。全体心細抱浸潤は減弱し

ている。

Fig 5: B画分注射後3時間。軽度の多被球浸潤がi嘱

i蔓性にみられる。浮腫は殆んとみられない。

Fig 6:同と24時間。単球を主とした細胞集団が多

数みられる。多核球が僅かにみられる。

Fig 7:同上48時間。血管を中心にした単核細胞集

積が更に高度にみられる。

Fig 8:同と48時間皮膚深層の単球性細胞集団c



。
分

20 

分

。
分

20 

分

A II 

A V 

17 

A m A N 

A vl B 

図 11 分画成分の超遠心分析図
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