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ツベルクリン蛋白の抗原性に関する研究

各種沈降法によってえたツベルクリン蛋白の比較

奥山春枝・太田明彦・森川和雄

(北海道大学結核研究所病理部〉

(昭和38年12月10日受付〉
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榔

ツベルクリン(以下「ツ」と略す〉の抗原活性を示す

「ツ」蛋白は，単一な蛋白から構成されているものでな

いことは，古くから知られていることである。Seibert

は1949年1)に， pHの変化を組合わせたアルコール分商

法で， A， B， C 3つの画分をえて，それらの物理的性

状及び生物学的活性を測定して発表してし、る。我々は数

年前からこの「ツ」蛋自の精製にとり組んで来ており，

分画精製した成分の生物学的活性を主にしらべて報告し

てきた 2)3)。即ち， Iツ」蛋白を電気泳動で分画して主

な蛋白峯をえて，それを更に DEAE-columnchromato司

graphyで、分画した。又，最初から columnchromato-

graphyのみで分画する方法も試み， 7乃至10の主な商分

をえた。これらを抗原として沈降反応，皮内反応をおこ

ない，沈降反応抗原活性の高い画分と，遅延型皮内反応

抗原活性の高い画分に分けることができた。又，蛋自分

解酵素による消化試験により，沈降反応抗原性はこの酵

素の作用をうけず，遅延型皮内反応活性は大きく減弱ず

ることをみとめ発表した。これらの実験の材料とした

「ツ」蛋白は，我々の教室で専ら行なっている三塩化弼酸

pH 4.0沈澱によりえたものである。 この段階におけ

る分画法としては， Seibertが PPDの分画に用いた三

塩化強酸法， A， B， C蛋白のように等電点とアルコー

ル濃度の差で、分ける方法， 或は Jonesらのように HCI

を用いる方法，又一般に蛋白分間の常道として用いられ

る硫安分画法などがある。 ~t' 酸分画法は， SeibertがA，

B， C蛋白を分画した最初の段階の操作であり，それに

よりえられたものをC蛋白としている。硫安分画法は

PPD-Sの分間4)に用いている。

今回我々は，この段階での分画法を吟味する目的で，

三塩化酢酸分画法，酷酸分画法，硫安分画法の 3方法を

とりあげ，これらの方法によってえた「ツ」蛋自の沈降

反応抗原性及び皮内反応抗原活性を比較した。

実験材料及び実験方法

「ツ」蛋白の分画法1. 



日おき 5回家兎腎部皮下に注射した。

各兎の背;認をl)y'ちし， sample n， b ， c及び【lを，??三千;

量各1rを0.1me生食水にとかして皮内に注射し，又対

照の意味で PPDを sample量で10r同じく O.lme生食

水にとかして皮内注射した。注射筏 1，3， 6， 24， 

48及び72時間後に発赤の大きさ，硬結の程度としては皮

膚の厚さの増加度を測定し，平均直径に皮膚の厚さの増

加度をかけ合わせて反応の強さとし，図に示Lた。

実験方法

1. iツ」蛋白の性状

各方法でえた蛋白の収量及び窒素，糖含量を表2に示

した。先ず、収量についてみると， TPt 9は何れも原液

80m付、らえた乾燥量である。 aは蛋白の他に多糖体その

他，セロハンパック守を通過しなL、成分が全部含まれてい

Sampleの性状

rl N 11eI1!: ツ原液 Duma
80m!! より法!!~

11，336.0) 2.731 必 4

b三塩化酷酸pH41 223.01 12.制 1. 87 

TPt91 1-一一←ト一一一一一一一一

c酷酸pH41 142.31 12.30: 1. 45 

50%1 147.6112.1引1.22

l必O担2りl

山口lf

表 2

a 

温

るので，その収量も他の3蛋白よりはるかに多くえられ

た。 b，c， dの収量を比較すると cとdはほぼ同じ量

ツ

温

室

人型結核菌 H37Rvの Sauton培地9週間培養の培養

i!'菌液を，非加熱のまま去 1のような操作で TPt9a (生

「ツJ) ， TPt 9b， TPt 9c， TPt 9dの4画分をえた。

濃縮後の流水透析以後の全操作を， OOC~40C の聞の温

度で、行なった。生「ツJaは，各分画蛋白の対照として

用いた。更に， 7JIJの培養 lotから，三塩化明酸処理操作

を行なう際の温度の影響をみるために，低温と室温で操

作して，それぞ、れの蛋白 TPt10②と TPt10②をえた。

前者は低温操作によるものであり，後者l土室温操作でえ

たものである。

2. 沈降反応

結核死菌感作兎の抗体価の高い血清を使い，抗原稀釈

( iツ」蛋白碕釈〕と抗血清稀釈を組合わせて重層法で

行なった。尚，抗原価は「ツ」蛋白原液を蛋白量1mgjme 

として 4倍数稀釈を行なって，陽性を示す最高稀釈数て、

表わし，抗体価は，抗血清を倍数稀釈して最高陽性稀釈

倍数で示した。

3. 皮内反応

皮内反応は家兎背部を用い，次のような感作群につい

て行なった。

i) TPt感作群:酷酸 pH4.0で沈澱された「ッ」蛋

白 1.5mgを家兎腎部皮下に1日おき10回注射して感作し

た。

ii) Acetone死菌感作群:acetone内に1週間放置し

て殺した H37Rv死菌(乾燥量)4 mgjmeにArlacel1

Drackeol9の割合で混じた adjuvantを等量加えたもの

を，2m!!づっ家兎腎部皮下に5日おき 5回注射して感作

した。

iii)加熱死菌感作群:加熱 H37Rv死菌の乾燥量4mgj 

Mに上記と同様の adjuvantを等量加え，その 2meを5
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で， bがかなり沢111えられた。叉 TPt10の①と⑧を比

絞 Fると，主llM11Jち⑧の方が僅かに多lJtて、あった。竺":-)ぷ

合I量:は aが一番少ないが b，c， d rliJの比絞ではほぼ

同じ値を示した。 TPt10は TPt9よりもやや低い価

であるが， CDと②では同じであった。糖含量は aが
49.4;'6'で多く，他の 3画分は何れも 2;?o'以下を示した。

TPt 10の②は②より低いが， TPt 9のbとほぼ同じ価

を示した。

2. 沈降反応抗原性

死菌感作兎 T744の抗血清で TPt9の各画分の抗原

性をしらベた。図1¥土，その場の形を表わしたものであ

る。対照としたa画分をみると，抗体価256，抗原価256

で，場の形ではかなりの階段状を示した。これと全く

同じ価を示したのはd画分であった。 b画分は，抗体価

は同じく 256であるが，抗原価は64であり c画分は抗

体価は1管低L、128であり，抗原価は更に低く 16を示し

。
た

TPt 10の抗原性を同じく死菌感作兎 T756の抗血清

でみると，図2のように，抗体価，抗原価共に両者全く
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図 2沈降反応その 2

48時間では殆んど陰性に近い定型的な速時型の反応を示

した。

ii) Acetone死菌感作兎における反応

IlIi例と同様に平均値で図示した。家兎は10羽用いた。

図4にみるように，反応の強さはaが僅かに強かった。

時間的経過は， PPDだけは24時間が最強で，他の4画分

は3乃至6時間 peakを示した。前例の TPt感作群と

比較すると， 24時間後の低下が少なく， 48時間， 72時間

。-0TPt 90 1γN 
fr-ー也 TPt9 b 
0--0 TPt 9 c ‘ 
・一-・ TPt9 d ・・--..?PD 10，. Somple 

頃

'

---~ ， 
、〉 6 24 

経企吟 l釘

図 3Tpt感作兎における皮内反応

同じで，更にTPt9 dとの比較でも同倒を示した。ただ

し場の形においては TPt10と TPt9の間に僅かの差

がみられた。

3. 皮内反応抗原性

i) 1"ツ」蛋白 (TPt)感作兎における反応

この群の反応は一般に弱し、反応であったが，その日寺間

的経過は測定した5例共同じであったので，図3に全例

の平均値で経過を示した。 PPDが一番号れ、反応であり，

24時間で殆んど消槌したが， {也の4画分はこれよりやや

強く，同程度の強さを示した。その時間的経過はp 何れ

も1乃至3時聞が最も強く， 24時間ではかなり減退し，

48 72 
'f-tl旬

にまだはっきりと反応の持続を示していた。

iii)加熱死菌感作兎における反応

木群も10例の平均値で示した。反応の強さはaが僅か

に強かったが，他の4画分は殆んど同程度の強さの反応

であった。時間的経過は acetone死菌感作群よりはる

かに遅延しており， 24乃至48時間 peakで， 72時間でも

なおかなり強い硬結を伴なった発赤を表わしていた。

iv) TPt 10の皮内反応抗原性

TPt 10①と⑧の皮内反応抗原性を，古ij例に用いたと

同じ3種の感作家兎群でしらべた。図6に示したように

3群共室温操作でえた⑧の方が僅かに強い反応を示した
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図 4 Acetone死菌感作兎における皮内反応
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図 5加熱死菌感作兎における皮内反応

が，大きい差ではなL、。反応経過をみると，①と⑧では

全く同じ推移をした。ただ3感作群聞の反応を比較する

と， TPt感作群と acetone死菌感作群では6時聞が最

強で漸次減退し，加熱死菌感作群のみは24，48時間と急

激に増強し， 72時間で僅かに減退した。即ち 6時間まで

の反応の強さは3群共同じであるカ入その後の経過に大

きな開きがみられた。

v) TPt 8による皮内反応

今迄みられた感作群聞の時間的経過の差が，更にTPt

8でもう 1度たしかめた。 TPt8 は，三塩化~~酸 pH4.0

室温処理でえた「ッ」蛋白である。皮内反応はsampl量

48 72吋向

を 1M皮内注射してしらベた。 この3乃至6時間の反

応が，前記抗原による反応よりかなり強いが，時間的経

過をみると， TPt感作群は6時間最強で，その後急激な

減弱をし， 加熱死菌感作群は48時間が最強の反応で，

acetone死菌感作群は丁度その中間型を示した。

総括及び考案

ツベルタリン活性物質の分離精製ということは，結核

の研究分野における長年の課題である。古く 1926年より

Seibert一門は，最近に至るまでツベルタリンの分画を

試み，その活性物質の化学的，物理的及び生物学的性状

を詳細に研究している。一方我国においても，戸田5)6)7)
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らによる πの精製，武田8)らの方法など報告されてい

る。最近米田らめ10)11J12)i;t， H37Rvの Sauton培養を行

ない，その3週間培地より硫安分画でえたツベノレクリ γ

蛋白を，更に電気泳動， DEAE-cellulose又は Hydrox-

ylapatiteの columnchromatographyで分画精製してp

化学的に純粋な蛋白を分離し，その物理的性状，或は寒

天ゲル内沈降反応による抗原分析など行なっているが，

その皮内反応抗原性は，化学的に純粋になるに従い活性

が低下してしまい，その抗原物質の分離は出来なかった

ようである。
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さて，我々の教室では，米自らとは別の見地にたち，

皮|付反応抗原性即ちツベルタリン反応の最も特長とする

遅延型皮内反応抗原を分離精製しようとこの数年実験し

てきた。その成績は今まで2篇の論文にまとめて発表し

たが，何れも，非加熱ツベノレクリンより三塩化llj~，自主で沈

澱してえた「ツ」蛋白を材料として，電気泳動及び col-

umn chromatographyで精製したものである。 これらの

方法によって，結核血清との沈降反応で抗体価を高く表

わす画分と，沈降反応抗原としては力価は低いが，皮内

反応抗原として，特に遅延型反応を惹起するという点

で優秀な画分とを分けることができた。その後，四酸に

より pH4.0でおとした TPt7，或は硫安50%飽和でお

とした TPt8を作って， 同様操作を行なったところ，

皮内反応抗原として望むべきものがえられずp 叉凍結乾

燥後保存しているうちに活性が低下する傾向がみられ

た。蛋自分画法としては硫安分画法が最も広く用いられ

ていて，蛋白の変性も少ないといわれているが，前記の

点を考慮し，更に三盗化酸法の操作は簡便であるし，

大量処理もらくに行なわれ，容易に透析で除きうるとい

う利点があるので，この操作が「ツ」蛋白に対しどんな

影響を与えるかということを，特に皮内反応抗原性に注

目して実験を試みたので、ある。

この実験に用いた方法は「ツ」蛋白の分画として一般

に用いられているところの，三塩化問酸処理，硫安処

理，酷酸処理の方法で、行なって比較した。

先ず収量をみると，宗素含量，糖含量は大体同じであ

るにもかかわらず，三塩化Ril!酸処理でかなり大量えられ

た。しかし低温より室混操作の方が僅かであるが多いよ

うである。沈降反応抗原性をみると，抗原価は硫安分画

が一番高いが，抗体価の測定においては三塩化車酸画分

も同じ価である。すなわち，抗原価には4倍の違いがあ

るが，免疫血清の抗体価を測定する場合には，三塩化 j~

酸画分も十分使用することが出来る。尚'¥1"酸画分を抗原

とした際の抗体価は他の画分よりも低い価である。同一

抗血清を用いた沈降反応であるにもかかわらず，この様

な差が出るということは，酷酸画分の抗原価も低いこと

から，この最高の抗体価を示す抗体に対応する抗原濃度

が，反応の場に用いた抗原原液においてもまだ反応を表

わす有効濃度に達していないのではないかと考えられ

る。

次に皮内反応抗原活性についてみると，生「ツ」を入

れた4抗原の比佼では，同一兎においてはほぼ同じ強さ

の反応を惹起している。ただ死菌感作兎においては一般

に生「ツ」が強い反応を示しているが，反応原量を窒素

畳一定にして用いたために，この生「ツ」には我々の用い

た処置により沈降する蛋ic'l以外の抗原物質がかなり出入

していること，また処置をしない生のままということが

抗原物質に変化を与ていないということなどがこの差を

もたらしたものと考える。著者ら3)が以前に報告したよ

うに，遅延型皮内反応は trypsmで抗原を処理すること

により著明に減退させることができることから，蛋白が

その反応原物質であることは明らかであるが，その意味

より爽雑物の多い生「ツ」は反応原として不適当である

ことはし、うまでもないと思う。従って他の 3方法により

えた蛋自画分の比校が問題となるが，今回の我々の成績

からみると 3者全く同じとみなしてよいようである。

特に変性度が強し、とL、う懸念のある三塩化酷酸処理画分

カ人硫安或は酪酸処理画分と比佼して全く差がないこと

が明らかである。更に同じ三塩化醗酸処理でも低温処理

より室温処理の方が僅かではあるが常に強い反応である

ことは興味がある。

ここで特に注目されるのは，感{乍に用いた抗原の違い

の影響である。この実験で、皮内反応を行った兎は「ッ」

蛋白感作， acetone死菌感作及び加熱死菌感作の 3群で

ある。 rツ」蛋白感{乍は， adjuvantを用いないで食塩水
溶液として皮下注射を繰返し行なって感作したもので

ある。 Seibert13)，Raffel14)，今井15)及び山口16)は.rツ」
蛋白のみの感作では沈降素を産生し，アナブイラキシー

ショックをおこす Arthus型に感作され， 精製 waxを

同時に注射すると初めて遅延型反応を惹起すると報告し

ている。我々の TPt感{乍兎も全くその通りで，定型的

な速時型の反応を呈する。一方加熱死菌感作は生菌感作

と同様に， 24乃至48時間が最も強い，むしろ48時間の方

が硬結の著明な定型的な遅延型反応である。ところが，

結核死菌を作る方法として acetone内に長時間おいた場

合，即ちアセトン可i符性脂肪が完全ではないがかなり除

かれたと思われるアセトン死菌で感作すると，その皮内

反応は「ツ」蛋白感作兎と加熱死菌感作兎の示す反応の

丁度中間型を示している。その反応の時間的経過をみる

と 6乃至24日寺間に peakがみられる。 RaffeI14)17)18)の

一連の研究や，山口16)，染谷19) らの報告によると，結

核菌の waxD叉は精製噸を抗原物質に添加することに

より，遅延型に感作できるといわれているが acetone

可溶性脂肪にはこのような作用は報告されていない。抗

原物質に adjuvantの添加の影響もいわれているが，我

々の実験では， acetone死菌感作の場合も， 加熱死菌感

作の際と同じ adjuvantを加えて行なっているので，か

かる明瞭な差が出ることはやはり acetone処理の影響を



考E撃しなければならないであろう。この解釈に都合のよ

い証拠は今のところ見当らず，今後の研究を必要とする

であろう O

結論

1. H37Rv結核菌9週間培養 Sauton培地の非加熱

i慮液から，三塩化画庁酸，酷酸及び硫安沈澱法でツベノレク

りン蛋白を分画し，各蛋白間の性状を比較して次の成績

をえた。

2. 収量は三塩化般酸法が最も多L、。叉，室組操作の

方が低温操作より僅かに多量にえられる。

3. 沈降反応抗原性11，抗原価では硫安処理蛋白が一

番高く，抗体価は硫安処理画分と三塩化酷酸処理画分が

同じで，酷酸処理画分が{ほし、。

4. 窒素量一定にしてはかった皮内反応抗原性は 3

商分とも同程度，同型式の反応を示した。

5. 動物を感作する際に，抗原としてツベルタリン蛋

白を用いた時は何れの画分に対しても速時型反応を示

し，加熱死菌では遅延型を， acetone死菌ではその中間

型の反応を示した。
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