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論文内容の要旨

〔目的〕

結核感染動物が示す遅延型皮膚反応において，この反応と抗原構造との関係は明らかでない。これ

を解明するには，単」成分にまで精製された皮膚反応抗原を，その構造解析に充分な量だけ得ること

が先ず必要で、ある。皮膚反応のみを精製の指標とした従来の方法とは異なり，本研究では， Mycobacｭ

teria 菌体から酵素活性を指標として高度に精製した数種の酵素タンパク質について遅延型皮膚反応抗

原性を調べ，そのタンパク構造との関係を知ろうとした。

〔方法ならびに成績〕

実験動物およびその感作と度膚反応 モルモットの後肢筋肉内に Mycobacterium smegmatis A TCC 

607 (M. 607 と略記)，または， Mycobacterium phlei の加熱死菌 0.5mg， 4 週後にさらに 0.5mgを流動パ

ラフィン浮遊液として注射して感作し，感作後 6週から 2ω毘のモルモットについて皮膚反応を調べた。

注射後24時間と 48時間にむける硬結の縦横径を測定した。

精製ツベルクリン (PPD) の調製 比較に用いた PPD は Seibert らの方法に準じて， M.607 むよ

び日 phlei 菌の培養炉液から調製した。

酵素の精製と純度 M.607菌からは短鎖アシラーゼ 長鎖アシラーゼ フマラーゼを精製した。こ

れらは菌体からの抽出液を硫安分画 セファデックスによるゲル炉過 DEAE・セファデックスやハ

イドロキシアパタイトによるクロマトグラフイー 調製的ディスク電気泳動などにより高度に精製さ

れたものである。短鎖アシラーゼ 長鎖アシラーゼはディスク電気泳動および超遠心分析において単

フマラーゼは粗抽出液に対する比活性が約700倍のものを使用した。
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M phlei 菌からは L-乳酸酸素~8ミ加酵素を武森らの方法に従って結晶化し， 5 回再結晶したものを使

用した。この菌からもフマラーゼを精製した(比活性約420倍L 比較に用いた豚心筋からのフマラー

ゼは， Massay の方法で調製，再結晶したものである。

L-乳酸酸素添加酵素の各種処理 M. phlei 菌から大量に結晶として得られる L- 乳酸酸素添加酵素

については，次の各処理を行った。すなわち， 120
o
C , 30分間の加熱処理，また， 100

o
C , 15分の加熱

により変性させた同酵素について37
0

C ， 2明寺間反応させたトリプシンあるいはナガーゼによる処理，

5M グアニジンと O.lM メルカプトエタノール中で解離させた後さらにカルボキシメチル化して安定

なものにしたサブユニット化の三つで、ある。

タンパク量の測定 牛血清アルブミンを標準として， Lowry らの方法で測定した。

感作に使用した菌種と同じ菌からとりだした酵素タンパク質の度膚反応抗原性 M.607菌で感作し

たモルモットに対して，同菌から精製した三つの酵素は， 0.8μg/O.l ml のタンパク量で明瞭なツベル

クリン型の皮膚反応を示し，対照の PPD と同様に，注射後 5 時間頃にあらわれ始めた硬結は， 24時

間頃にピークに達し， 48時間後でもほぼ同じ大きさを持続した。このことは， M. phlei 菌感作モルモ

ットに対して，同菌由来の二つの酵素および PPD を皮内注射した場合も同様で、あった。

度膚反応抗原の種特異性 感作に使用した菌とは異なる菌種からとり出した酵素タンパク質による

皮膚反応，すなわち交叉反応性は，いずれの場合も明らかに弱く，菌の種類による特異性が明瞭に認

められた。非感作モルモットに対しては，いず、れの酵素も全く反応を示さず，豚心筋からのフマラー

ゼは，いずれのモルモットに対しでも反応を示さなかった。

L-乳酸酸素添加酵素の各種処理による，遅延型皮膚反応への影響 加熱処理むよびサブユニット化

は，皮膚反応抗原性に影響しなかったが，ナガーゼ、、およびトリプシン処理により，皮膚反応活性は低

下した。

〔総括〕

1. Mycobacteria菌体から酵素活性を指標として精製したタンパク質が，遅延型皮膚反応の抗原とな

り得ることを示した。すなわち， M.607菌感作のモルモットにむいて，同菌から抽出精製した三種

の酵素タンパク質により，いずれも遅延型皮膚反応がおこった。 M. phlei 菌感作モルモットに対し

て，同菌由来の二種の酵素は，ともに遅延型皮内反応の抗原となった。

2. 感作に用いた菌とは異なる菌種からとり出した酵素による皮膚反応は，いずれも非常に弱く，種

特異性が認められた。

3. L-乳酸酸素添加酵素の皮膚反応抗原性は，加熱変性やサブユニット化によっては影響されなかっ

たが，タンパク分解酵素処理によって低下した。

4. 大量に結晶として得られる L-乳酸酸素添加酵素を抗原として用いて タンパク構造と遅延型皮膚

反応との関連を追求し得る可能性を示した。

論文の審査結果の要旨
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結核感染動物が示す遅延型皮膚反応にわいて，この反応と抗原構造との関係は明らかでなしミ。本論

文は，この問題を解明する上での重要な情報を提供している。即ち，単一成分にまで精製された皮膚

反応抗原を，構造解析に充分な量だけ入手するための一つの着想として，酵素活性を精製の指標とし

て用い， 2 種の Mycobacteria 菌体から 5 種の酵素タンパク質を高度に精製し，それらが加費拶E菌感作

の動物に対して遅延型皮膚反応を惹起し得ることを示した。

なかでも， M. phlei 菌から大量に結晶として得られる L-乳酸酸素添加酵素を皮膚反応抗原として用

いて，タンパク構造と遅延型皮膚反応との関係を追求しうる道を拓いたことは注目するに値すると思

われる。
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