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第1章　 緒 論

ツペ ル ク リン反応 の本 態 に関 して は古 来 よ り数 多

くの研 究1)が 行 な わ れ て い る.即 ち, Lowenatein

 & Pick2), Boquet & Sandor3)等 は ツ ベ ル ク リン反

応 の活 性 因 子 はPolvpeptide又 は 分 子 の小 さい 蛋

白性 の もの であ ろ う と考 え た.又 ツベ ル ク リン活 性

度 の本 態 が 主 と して ツ ベ ル ク リン蛋 白で あ ると云 う

事 実 はF. B.Seibert4) 5) 6)に 依 り述 べ られ て い る.

ツべ ル ク リンの 活性 因子 が 蛋 白質 な らば化 学 的7)

に蛋 白質 中 のア ミノ酸 の遊 離 基 に変 化 を与 え る場 合,

又 チ ロヂ ン基 に 化 学 的 に ハ ロゲ ン分 子 を 導入 した場

合 に,そ の活 性 度 の 減 少す る ことは 当然 予想 され る

と ころ で あ る.

此 の 方面 の研 究 に つ い て は武 谷8)氏 等 の ホ ル マ リ

ン9) 10) 11) 12) 13)及 び亜 硝 酸8) 14) 15)に 依 る 遊 離 ア ミノ

酸 を 減 少 させ た場 合 の ツ ペ ル ク リン反 応 の 減弱 度 に

関 す る業 績 が あ る.

著者は本研究に於いて遊離チロヂン基に沃度を導

入した場合,又 ホルマ リンに依 りアミノ基をメチレ

ン化した場合,或 は亜硝酸に依 りアミノ基の水酸化

を行なつた場合に於いてツべルクリン反応の減弱す

る事に依 りツべルクリン反応の活性因子の本態を明

らかにしようと試みた.

又消化に依る抗原性の変化につ い てはLowens

tein2)等 の業績があるが著者は純度の高い蛋白分解

酵素として結晶 トリプシンを用いてツベルクリンを

消化 した場合及び濃厚ペプシンで消化 した場合に於

いて消化時間と抗原性の変化との関係を定量的に研

究し蛋白分解酵素に依つて抗原性の減少する事実よ

り,ツ ベルクリン反応に於ける活性因子としてツベ

ルクリン蛋白が主役を演ずることを確認 しようとし

て実験を行い興味ある成績を得たので薙 に報告 す

る.
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第2章　 実験材料及び実験方法

第1節　 実験材料

1) 実験動物　実験動物としては体 重2kg前 後

の白色成熟家兎を用 いた.理 研製B. C. G. 2.5mg

を注射 し6週 間後に使用した.

2) ツベルクリン液　理研製旧ツベルクリンを使

用した.

第2節　 実験方法

第1項　 ツべルクリン反応

旧ツベルク リンの10%液 をつ くり剃毛 した家兎背

部皮内に0.1cc注 射し24時 間後の発赤面積をプラ

ニメーターを以て測定した.

第2項　 沃度沃度加里処理法

予備実験としてツベルクリン蛋白に結合 し得る限

界の沃度沃度加里量を定ある為に試験管にツべルク

リン原液0.2cc, 10%水 溶性澱粉2滴 生理的食塩水

若干を加え,之 に1/10N.沃 度沃度加里液を小量加

えると液は最初は無色であるが次第に添加量を増し

0.8ccに 達すると蛋白と結合 しない過剰の遊離沃度

に依つて藍色を呈するに至る.此 の結果に基き沃度

沃度加里添加の限界値 を0.8ccと して以下の実験

を行なつた.即 ち4本 の試験管を用意 し各試験管に

ツべルクリン原液0.2cc宛 を加え,第2試 験管に

10%沃 度沃度加里0.2cc,第3試 験管に0.4cc,第

4試 験管に0.8ccを 加 えたる後,各 試験管に生理

的食塩 水を 加え て全量 を2.0ccと し,各 管液の

0.1cc宛 を剃毛せる家兎背部皮内に注射 して型の如

くツベルクリン反応を行なつた.

第3項　 亜硝酸ナトリウム処理法

試験管5本 を用い各試験管に旧ツべルクリン原液

を各0.2cc宛 採 り,次 いで生理的食塩水を第1試

験管には加えず,第2試 験管には0.6cc,第3試 験

管には1.4ccを 加え,次 に10%亜 硝酸ナ トリウム

を第1試 験管に1.4cc,第2試 験管に0.8cc,第3

試験管に0.56cc,第4試 験管に0.28cc,第5試 験

管には加えず,次 で各試験管に蒸溜水を総量1.6cc

となる如 く加え24時 間室温に放置後24時 間流水中で

透析を行つた.透 析後再び生理的食塩水を用いて24

時間再透析後生理的食塩水を添加 し各試験管の液量

を総量2.0ccと してツべルクリン反応を行なつた.

第4項　 ホルマ リン処理法

各種濃度のホルマ リンがツべルクリンの抗原性に

及ぼす影響を検する為に試験管4本 に旧ツべルクリ

ン原液を0.2cc宛 入れ,次 に27%の ホルマ リンを

第1試 験管には添加せ ず対照 と し,第2試 験管に

0.88cc,第3試 験管 に0.22cc,第4試 験 管に

0.04ccを 添 加 したる後生理的食塩水を加えて各試

験管の液量を1.6ccと した.

ホルマ リンの反応速度の比較的遅いのを考慮に入

れて各試験管を5日 間室温に放置 し充分ホルマ リン

を作用せ しめたる後残余のホルマ リンを除去する為

に24時間透析を行い更に等張とする為に生理的食塩

水を外液として24時 間再透析 し,次 で全量を2.0cc

となる様に生理的食塩水を添加し,此 の液を用いて

ツベルクリン反応を行つた.

第5項　 トリプシン消化法

旧ツベルクリン原液0.2ccを 生理的食塩水1.4cc

にとかしたものを試験管5本 に分注,之 に持田製 ト

リプシン10,000単 位 を5ccの 滅菌燐酸緩衝液に溶

解して其の0.5cc即 ち1,000単位を添加した後ツベ

ルクリン反応を行つた.即 ち注射前7時 間, 1時 間,

 40分及び20分 の各時間上記 トリプシン液を添加 して

37℃ の恒 温槽に保存作用せしめたる後取り出して

反応を試みた.

対照としては注射直前に トリプシン液を添加した

ものについて反応を行つた.

第6項　 ペプシン消化法

旧 ツべル ク リン原液0.2ccに 生 理的食塩水

1.4cc及 び1/100規 定塩酸0.2ccを 加えた もの に

石津製濃厚ペプ シ ン20mgを 加え第5項 トリプシ

ン消化法に於て述べたと同様に注射前7時 間, 1時

間, 40分 及 び20分 の各時間恒温槽に保存作用せし

めたる後取 り出 して之に1/100規 定苛性曹達0.2cc

を加え て 中和 したる後 ツベルク リン反応を行なつ

た.

第3章　 実 験 成 績

第1節　 沃度沃度加里処理に依 るツべルク

リン反応の変化

第1表(1)及 び第1図 に示す如 くツべルク リン反応

の2回 実験 の平均値 は第1試 験 管(沃 度沃度加

里を添加 せ ざ るもの)で は7.6cm2,第2試 験管

(沃度沃度加里0.2cc添 加)は4.8cm2,第3試 験

管(0.4cc添 加)は2.0cm2,第4試 験管(0.8cc

添加)は1.3cm2で あつた.

即ちツべルクリン反応面積は添加された沃度沃度

加里の濃度の増加と併行 して縮少す る ことを認 め

た.
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第1表　 各種 蛋 白変 性 剤 添加 に 依 る ツペ ル ク リ

ン反 応 の変 化

(1) 沃 度 沃 度 加 里(%)
.

(単 位cm2)

(2) 亜 硝酸 ナ トリウム(規 定)

(単 位cm2)

(3) ホ ル マ リ ン

(単 位cm2)

第1図　 沃 度 沃 度 加 里 添 加 に依 る ツ ペル ク

リン反 応 の変 化

第2節　 亜硝酸ナトリウム処理によるツベ

ルク リン反応の変化

第1表(2)及 び第2図 に示す如 く10%亜 硝酸ナ ト

リウ ム添 加 に依 る ツベ ル ク リン反 応 面 積 の変 化 は対

照 は7.4cm2,第2試 験 管(0.5規 定)は3.2cm2,

第3試 験 管(1.0規 定)は2.4cm2,第5試 験 管

(2.8規 定)は0.8cm2で あ つ た.即 ち ツべ ル ク リ

ン反 応 面 積 は 添加 され た亜硝 酸 ナ ト リウム の濃 度 の

増 加 に併 行 して縮 少す る こ とを認 め た.

第2図　 亜 硝 酸 ナ 卜リウム 添加 に 依 る ツ ベ

ル ク リ ン反 応 の 変 化

第3図　 ホル マ リン添 加 に依 る ツペル ク リ

ン反 応 の 変 化

第3節　 ホル マ リン添加 に依 るツ ベ ル ク リ

ン反 応 の変 化

第1表(3)及 び 第3図 の 如 くホル マ リン添 加 に依

る ツベ ル ク リン反 応 面 積 の変 化 は次 の 如 くで あつ た.

即 ち第1試 験 管(対 照 と して ホ ルマ リンを加 えぬ も

の)は7.3cm2第2試 験 管(ホ ル マ リ ン1.0%添
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加)は6.3cm2,第3試 験管(5.0%添 加)は4.3cm2,

第4試 験管(20%添 加)は2.1cm2で あつた.

ホルマ リン添加ツベルクリンの反応面積は添加ホ

ルマ リン濃度の増加に併行 して縮少することを認め

た.

第4節　 トリプシン消化によるツベルクリ

ン反応の変化

第2表(1)及 び第4図 に示す如 くツベルクリンに蛋

白消化酵素 トリプシンを種々の時間添加作用せしめ

たる後そのツベルクリン反応面積の変化を求めた結

果次の如き成績 を得 た.第1試 験 管即 ち注射 直

前に トリプシンを添加 したツベルクリン液の反応面

積の平均値は5.6cm2で あ り第2試 験管即ち注射

20分前に トリプシンを添加作用せ しめたものの反応

面積は3.9cm2,第3試 験管即ち注射前40分 に トリ

プシ ンを添 加作 用せ しめた ものの反応面 積 は

2.6cm2,第4試 験管 即 ち注射1時 間前に トリプシ

ンを添加作用せ しめたものの 反応面積は1.3cm2,

第5試 験管即ち注射7時 間前に添加作用せ しめたも

のの反応 面積 は0.6cm2と トリプシン添加作用時

間の延長とともに反応面積は順次縮少を示 した.以

上の如 く旧ツベルクリンに結晶 トリプシンを種々の

時間添加作用せしあるときはツベルクリン反応面積

は之に併行 して縮少することを認めた.

第2表　 各種蛋白消化酵素添加に依るツベルク

リン反応の変化

(1) トリプシン

(単 位cm2)

(2) ペ プ シ ン

(単 位cm2)

第4図　 トリプ シ ン添 加 に依 る ツペル ク リ

ン反 応 の 変 化

第5図　 ベ プ シ ン添 加に 依 る ツペル ク リ ン

反 応 の 変化

第5節　 ペプシン消化に依 るツベルクリン

反応の変化

第2表(2)及 び第5図 に示す如 くツベルクリンに蛋

白消化梢素ペプシンを種々の時間添加作用せ しめた

後そのツベルクリン反応面積の変化を検して次の如

き成績を得た.第1試 験管即 ち注 射直前 にペプシ

ンを加 えた もののツベルクリン反応面積の平均値

は3.5cm2,第2試 験 管即ちペプシン添加20分後の

もののツベルクリン反応面積は3.1cm2,第3試 験

管即ちペプシン添加40分 後のもののツべルクリン反

応面積は2.9cm2,第4試 験管即ち添加1時 間後の
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もののツベルクリン反応面積は1.7cm2,第5試 験

管即ち添加7時 間後のもめのツベルクリン反応面積

は1.3cm2で あつた.

即ち旧ツベルクリンに種 々の時間ペプシンを添加

作用せしめるとツベルクリン反応は之と併行 して減

弱をきたした.即 ちその反応度は同一ペプシン濃度

に於いては添加時間の増大と共に減弱することを認

めた.

第4章　 総括並び に考按

旧ツベル クリンに蛋白変性剤として沃度沃度加里

を添加すれば其の添加濃度の増加に併行 してツベル

クリン反応面積の縮少が認あられる.一 般に蛋白に

沃度沃度加里を添加する事に依 り普通蛋白のチロヂ

ン基の沃度化及び其他の基の酸化が行なわれる事は

周知のことであるがツベルクリン蛋白に於ても沃度

沃度加里添加に依り同様の機序のもとに蛋白変性が

起 りツベルクリンの反応度は其の添加濃度に比例 し

て減弱するものと考えられる.又 逆にツベルクリン

反応に旧ツベルクリンのチロヂン基の関与すること

も想定される.

同様にして旧ツベルクリンに10%亜 硝酸ナ トリウ

ムを添加作用せ しむることによりツべルクリン反応

度は添加濃度の増大に伴い次第に減弱低下すること

が認め られるが之は蛋白に亜硝酸ナトリウムを添加

す ることにより蛋白のア ミノ基が水酸化 されること

によるもので周知の事実として認められている所で

あるが,著 者の研究に於いても亜硝酸ナ トリウムの

添加により旧ツベルクリン蛋白のアミノ基が水酸化

されてツベルクリン反応度は減弱低下するものと推

定される.

又旧ツベルクリンに蛋白消化酵素たる トリプシン

を添加する事に依 りそのツベルクリン反応度は減弱

低下し,又 ペプシン添加に依つても同様の現象が認

められる.即 ち蛋白分解酵素 トリプシン及びペプシ

ンはツベルクリン蛋白を分解 し,分 解されたツベル

クリンの反応度は減弱するものと考えられる.

かくの如く各種蛋白変性剤の添加及び蛋白分解酵

素 トリプシン及びペプシンの添加に依つてツベルク

リン反応の減弱する事実はツベルクリン反応に関す

る主体が蛋白である事を示唆するものと考えられる.

第5章　 結 論

1) 旧ツベルクリンに沃度沃度加里を添加作用せ

しめると其の添加濃度の増大に併行 してツベルクリ

ン反応度は減弱低下する.こ のことはツベルクリン

反応に旧ツベルクリン蛋白中の遊離チロヂン基の関

与する事を推定せ しめるものである.

2) 旧ツベルクリンに亜硝酸ナ トリウムを添加作

用せしめるとその添加濃度の増加に併行してツベル

クリン反応度は減弱低下する.

3) 旧ツベルクリンにホルマ リンを添加作用せし

めると其の添加濃度の増加に併行してツベルクリン

反応度は減弱低下する.

4) 旧ツベルクリンに結晶 トリプシンを添加作用

せしあるとその消化時間に併行 してツベルクリン反

応度は減弱低下する.

5) 1日ツベルクリンにペプシンを添加作用せ しめ

ると其の消化時間に併行してツベル クリン反応度は

減弱低下する.

6) 上述の成績よりツベルクリン反応の主体はツ

ベルクリン蛋白に依 るものと推定される.

終りにのぞみ種々御懇切な御指導,御 校閲を賜わ

つた恩師大田原教授に満腔の感謝を捧げ,併 せて有

力なる御助言を辱うした緒方助教授に深甚なる謝意

を表する.

(本論文の要旨は昭和31年6月16日 第470回 岡山

医学会通常例会に於て発表した).
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Studies on the Tuberculin Reaction

Part 1. on the Changes of Tuberculin Antigen due to Digestive 

and chemical and Chemical Degeneration.

By

Shiro Mishima

Department of Public Health Okayama University Medical Schocl
(Director: Prof. Kazuyoshi Ohtawara)

By making protein degenerant and protein digestive enzyme act on old tuberculin the 

author performed the tuberculin reaction, and obtained the following results.

1. In loading a strong potassium iodide solution to old tuberculin the tuberculin reac

tion grows weaker along with an increase in the concentration of potassium iodide. This 

suggests that free tyrodine ralical in the old tuberculin protein is involved in the tuberculin 

reaction.

2. In loading sodium nitrite to old tuberculin the tuberculin reaction likewise grows 

weaker with increase in the concentration of sodium nitrite

3. In the addition of formalin to old tuberculin the Ituberculin raction is weakened 

along with increaes in the concentration of formalin solution.

4. When crystalline trypsine is made to act on old tuberculin, the tuberculin reaction 

is weakened along with lapse in the digestion time.

5. When pepsin is made to act on old tuberculin, the tuberculin reaction is likewise 

weakened along with lapse in the digestion time.

6. From these results it is deduced that the tuberculin reastion is mainly controlled 

by tuberculin protein.


