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論文内容の要旨

〔目的〕

遅延型アレルギーの代表的反応であるツベルクリン皮膚反応において，その反応抗原の精製につい

ては長年にわたり多くの試みがなされてきたのにかかわらず\単ーな標品として純化されたものはな

Po 現在，臨床上診断に用いられている精製ツベルクリンは，化学的にははなはだ組製のものであり，

力価検定を経た標品であってもその生物学的特性は標品ごとに異っている。結核菌由来のツベルクリ

ン皮膚反応抗原性を有するタンパク質を精製純化し，構造一定のものを得ることは，臨床上，ならび

に遅延型皮膚反応機構の解明において価値は大きしヨ。

本研究では，精製を困難じする原因のーっとしてあげられる加熱滅菌の処理をはぷき， BCG 培養

炉液から，多量に存在する一つのタンパク質成分を精製単離し，その遅延型皮膚反応抗原性について

ネ食言すした。

〔方法ならびに成績〕

1. BCG 培養炉液からタンパク質(MPB70) の精製: BCG(Tokyo 172) をソートン培地に 4 週培養し，

加熱滅菌することなく菌体をj戸別し， ?，戸液について硫安分画， DEAEーセファデックス， DEAEー

セフアローズ処理をくりかえし，またセファデックスによるゲル炉過を行い，標準条件のディスク

ゲル電気泳動において，相対易動度 O. 70 を示すタンパク質バンドを追跡し精製した。精製品の収

量は，硫安分画中の総タンパク質量の 8.2% にも達した。得られた標品を MPB70 と名付けた。

2. MPB 70の均一性:ディスクゲル電気泳動， SDS 添加ゲル電気泳動ならびに超遠心分析， Ouchｭ

ter lony 法による沈降線検討において，単一であることが示された。 N 未端アミノ酸は，ダンシル
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化法によればグリシンであった。中性糖は，フェノール硫酸による定量において 0.03 %以下の値

を示すので，含有されていないと考える。

3. MPB の分子量:電気泳動法，セファデックスによる分子ふるい，沈降平衡法による測定を行い，

15, 100 とした。

4. 組成アミノ酸:塩酸による水解後自動分析計を使用した測定，および吸光法による定量を行った。

システイン， トリプトファンは含まれない。

5. MPB 70の加熱に対する安定性: pH 5. 0 , 7. 5 , 8. 7 において 95
0

C ， 30分加熱した後，ディスク

ゲル電気泳動を行って解析したところ，いずれの pH においても MPB70の加熱による変性が認め

ら.れた。

6. MPB70の皮膚反応抗原性:皮膚反応にはモルモットを用いた。 6 種のミコバクテリアの加熱死

菌 01 rng を，それぞれ流動パラフイン浮遊液としてモルモットの後脚筋肉内に注射し，感作した。

感作後 4 週以後に，各群について皮膚反応をしらベた。注射後24 ， 48時間の硬結の直経を測定した。

MPB70のタンパク質量は Kjeldahl 法により算出した。 MPB70は BCG 感作群においてのみ強く反

応し，硬結が10 mm (こ達するに要する量は 0.1μg であった。これに対し人型結核菌H37Rv ， M.kans 

kansasii , M. intracellulare , M. phlei 感作群では， 16μg の注射でも殆んど反応はおこらなかった。

僅かに反応する人型結核菌青山B 感作群でも， MPB70は 10μg を要した。一方，対照として用いた

市販精製ツベルクリン(青山B から調製した PPD) を反応抗原とした場合は， .BCG ，人型菌青山

B およびH37Rv それぞれの感作群において同程度の反応を示し，これらの菌種に対する特異性は

認められなかった。 MPB70の力価は，市販精製ツベルクリンの約 1/10であった。

7. 米且製段階におけるタンパク質画分の皮膚反応抗原性の比較 :BCG 培養j戸液の硫安80%飽和沈澱

画分についてセファデックス G-75ゲル炉過を行い，その画分について，皮膚反応抗原性をしらベ

た。人型菌H37Rv ，わよび青山B ， BCG それぞれによる感作動物群に対し，いずれの画分も同程

度に反応を示し，従来の矧寛と同様に，粗製の段階では菌種特異性は認められなかった。

〔総括〕

BCG 非加熱培養j戸液に多量(総タンパク質量の約10% )に含まれている MPB70 を，比較的簡単

な操作のくりかえしにより，各種分析において単一性を示す精製標品を単離した。

MPB70の遅延型皮膚反応抗原性は， BCG 感作動物群に対してのみ反応する明瞭な持異性を示し九

この特異性は，臨床上， BCG 感作の成立の検定に利用することができょう。またその力価は市販PPD

の 1/10で、あるが，高度に単一性を示す MPB70を収量よく得られたことは，その構造と生物学的活性

との関連性について更に研究を進めることが可能となった。
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論文の審査結果の要旨

結核菌由来のツベルクリン皮膚反応抗原性を有するタンパク質を精製純化し，構造一定のものを得

ることは，臨床上，ならびに遅延型皮膚反応機構の解明において価値は大きい。

本研究は，精製を困難にしている原因のーっとしてあげられる加熱滅菌処理をはぷき， BCG 非加

熱培養炉液から一つのタンパク質成分 MPB70 を精製単離したものである。
1 

MPB70は培養炉液の総タンパク質の約ーを占め， DEAE セファデックス DEAE セフアローズ処理
10 

をくり返し，セファデックスゲル炉過を行い，ディスクゲル電気泳動によって相対易動度 O. 70 の単一バ

ンドとして収量よく純化することができた。収量は80%硫安飽和沈澱画分の総タシパク質量の 8.2%

であった。種々の篠件下での電気泳動，超遠心分析等でも MPB70は単一で、あることが示された。分

子量は15， 100，中性糖は含まれない。 N 末端アミノ酸はグリシンであった。

遅延型皮膚反応抗原性は 6 種のミコバクテリアの加熱死菌によって，それぞれ感作したモルモット

群についてしらベた。人型結核菌 非定型抗酸菌感作群では殆ど反応はおこらなかったが， BCG 感

作群にのみ強く反応し 明瞭な菌種特異性を示した。

MBP70は BCG に特異的であるので，将来 BCG ワクチン接種による感作の成立の検定に利用可能

と思われる。
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