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験管からは弄陛代埼殖せしめ得たが､より高濃度の試験管 よりは証明できなかったo

以上により抽出物に於ても低濃度では発育抑制的に､高濃度では殺菌的に作用する事が分ったo

〔佃本尊の要 旨は22回日本細菌学膚絶食及びぺ-シ 1)ン学術協議骨に於て凝表したO 詳細は雑誌 ｢ぺニシ l)ンそ

の他抗生物質｣に掲載の予定,,〕

(第 6報)抽出物の精製｡

Streptomycinの精製方法に準 じて本坑薗物質の精製を試みた｡

先づ抽出物 (粗製塩酸塩)を90% ｢メタノ-ル｣に音容解し,苛性曹達で pH6.3となし,生じた沈澱

と上清 とを別け各々の抗菌力を測定した｡ その結:泉,両者共､略Jk同等の抗菌力を有 して居た○そこ

で上清と沈澱 (90%メタノ-ルに溶解)とを別,kにク1'マ 1.グラフ法で精製 L:た｡展開には80% ｢メ

タノール｣次で水を以てした｡アル ミナは Streptomycinの場合と同株に稀硫酸に浸漬し､水洗､乾

燥後使用した○その結果､ Streptomycinの場合とは反対に ｢メクノール｣展開の分層には殆んど抗

菌力を有せず､水で展開した分層に抗菌力を有 して居た｡ 然し､原液の抗菌力に比 しては極めて御貞盛

で恐らく大部分の抗菌物質は ｢アル ミナ｣に吸着されたまま残存して居るものと思考された｡ この抗

菌力ある分層をまとめて､減圧膿縮後.メタノ-ルを以て再結晶を行払,白色の結晶を得た｡ このも

のはブ ドウ球菌､大腸菌に対 し抗菌力を有して居たO

次にアル ミナは稀硫酸に浸演する事な く､その儀詰め､抽出物は苛性曹連を用払ず,90% ｢メタノ

-ル｣に溶解したのみで､クロマ トグラフ法による精製を行って見た｡ その綜具､抗菌物質は殆んど

完全にメタノール分周庫に集められるが､この分屑･中には色素を合有して居た｡

以上の成績に基き.目下虞に精製法の改良を検討中である｡

〔伶本瀞 の詳細は牲誌 ｢ノミ-シ 1)ンその他抗生物質｣に掲載の予定｡〕

ツベルク リン特にその製法の再槍討

白 石 正 雄

緒 言
1)2)

現在われわれが使用しているツベルク1)ン (以下 ｢ツ｣と略す) は非常に種覧頁が多く､大部分は旧
3)

観際聯盟法に随って棟準｢ツ｣にカ債をあわせたものであるが､実際人体について比較 してみると,4)5)
カ債に非常な懸隔を認める｡ か ゝる場合用いた力慣検定法の適否如何によって,カ債の変動を招来す

るではあろうが､特に ｢ツ｣及びその製法の再吟味がます問題となって くる｡即ちできる丈け精製せら

れた特異性の高い製品が望ましいoその代表的なものとして､すでに MaschmannundKiisterのカ
6) 7)

オ リン吸著法による精製 ｢ツ｣,BoquetetSandorの憐タングステン酸 ｢ツ｣があり, Seibertの
8)

PPD はひろく使用せられている｡最近 Corper等は AutolyticTubrculin が ｢ツJ蛋白を多量に含
9)1O)

有するとい~ぅ｡元来 コツホの旧 ｢ツ｣はグ .)セ.)ンブイヨンに人型菌或いは年型菌を6-8過又は 7-

10週或いは菌膜が液面をおうて､大体沈下しはじめる頃まで培養し,菌体とともに爆縮 して 1/10量に
3)】1)

したものであるO しかし,グ1)セl)ンブイヨンの組成分である肉エキス､ペプ トンがすでに規格のき
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わめて不定なものであり,爽雑分が多く. 加 うるに培養 日数をきわめて幅荒 くとることは､培養菌株

によっては′､力贋の変動を醸す第一歩になるのではあるまいか｡ 虞に ｢ツ｣の充分産生せちれた時期

をもつと正確に知る方法はないであろうか｡ 殊に ｢ツ｣の製法に関する文献は内外ともにまことに孝
]-7)

,kたるものであって,僅かに戸田教授等の報告をみるにすぎない｡ これに鑑みて著者は ｢ツ｣作製時

の雷株.培養時期､製法,検定法､致死因子及び皮膚因子等に関して再検討する必要を痛感し,毒矢の実

験を行った｡

曹 験 方 法｡

(Ⅰ)使 用 菌 株｡

1.朝倉株 :昭和18年6月著者が肺結核患者略疾 より4%苛性 ソーダ法にて分離した｡4%グ リセワ

ン加及び不加ペ トラ-ヤニー増地上にて優性発育,グ1)セ1)ン噂好性, 家兎静圧永内法にて張毒人型菌

であった0

2.フランクフル ト杵 (以下F株と略す):警研究室保存の人型菌株であって､昭和18年3月ペ トラ-

ヤ--培地培養にて中等毒力の菌株であった0

3.中秤株 :昭和19年肺結核患者堵疾 より上坂｡友田培地に分離,樗萎上人型菌であった｡

4.B.C.G.:侍所株であって,ソートン馬鈴薯培地に良好な発育をする｡

B.C･G.以外の各軍株は昭和19年以釆上坂友EE]培地に紺代しているOその後青山B除をも追加したo

(Ⅱ)ツベルクリンの製法｡

上記各株を4%グ1)セl)ンブイヨン或いはソ-トン培地 (B.C.G以外はpH6.8,B.C.GはpH7.2に

修正)上に栢蘭 し. 37oCに5-8週間培養したのち､1000C30分乃至 1時間加熱,菌体を滅菌硬質薩

紙にて渡別し､滝液を3分して Fh F･1,F3とした｡Flを非濃縮 ｢ツ｣とし､F望を 700-80つC 水浴
上にて蒸発濃縮又は 104oCにて蒸溜濃福 して ｢ツ｣Aとし､蒸溜分をD_,とす る ｡ F3に菌棒を混和 磨
砕し､ その遠心上清を!4-54量に濃縮 し､漣波 F/3に淀過残速及び遠心沈漆の蒸溜水洗礁液 を加え
て 1/10畳に濃縮 し ｢ツ｣Bとし､蒸溜分をD3,D'3とす｡各 ｢ツ｣に0.5%の割合に石衣酸を加えて保

存した｡ 一

(I)ツベルクリン反慮｡

各 ｢ツ｣を所要濃度に0.5%右翼酸食塩水にて稀釈して､その0･1ccをF株 1mg皮下接種モルモッ

ト皮内に注射した｡ 皮内発赤反臆は24時間値､48韓間値の短径､長径の平均値をもってあらわしたo

致死反臆には,F株感染後 1月のモルモツtに ｢ツ｣を0.1-0.25cc皮下注射し､1時間以内に死な ゝ

かったことをたしかめて､24時間以内の致死状況を観察,-直ちに剖検 した｡

賓 取 成 横｡

(Ⅰ)青山B棟ソー トン培養の発育菌重量,生菌敦及び埠靖の速さの推移｡

発育菌重量として青山B昧ソ-トン培地 (200cc容-ルレンマイヤコルベンに培地100ccづ i分琵)

上に発育 した生のま のゝ全菌体をスパ二テルにて滅菌認紙上にとり,37oCに2,3時間乾燥し,化学天･-･4-.Fi
秤にて秤量した｡生菌数は､蘭重量 10,10mgの食塩水浮併液 (0.1cc)を上坂友田培地10本宛に流しこ
んで 37:C1月培養ののち､葦生.L,た集落数 (平均値)をもってあらわした｡節 1表のように,ソ-ト

ン培養 2,3週までは生常数,菌重量ともに旺盛な増■加をするが,3週以後生菌数は急に減弱してゆ く｡

菌重畳は菌院の大部分の沈下とともに､若干減少するが､ 液面に残存した菌膜 よりうすい再生薗膜が
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払ろがって､菌重量は-･時的埼加をみる｡しかし6週以後 13週まで漸次減少の一路を辿る｡生菌の増

殖の速さ (集落の平均初発 日数)は4,5週までは略jr一定しているが,5,6週以後急に蓑える｡ 菌の

染色上の形態変化をみてゆ くと均等にそまっていた菌体内に頼粒が蓮珠状にあらわれて くる｡ 菌体の
1汚)

一部が融解してゆくものと考えられる｡

鱒 1表 (1) 育LllB棟 ソー tン培峯Z/{おける発育仝甫景

0.9393g 7.0739g 5.9351g 5.6767g 5.4769g 4.2731g 3.6236gl3.6236gr3.4201g0.9393g 7.0739g 5.9351g 5.6767g 5.4769g 4.2731g 3.6236gl3.6236gr3.4201g
_4 -5 -6 '

(2) 常山 B棟 ソー トン培養10,10,10rng中の生菌数 (平均集滞数)

商 量 2週 3週 4週 5週 6週 7週 8週 lo遇 13過_

_4 Mlong (r 166土6.95 315士1.377 87土13.66 23土3.45 5 7 I.3 0 -032.7士4.92 64.7土9.71 64.2士14.29 16.23土2.44

_ーG M 85土.5.63 _253土2.89 14土2.99 ･1.8 1 0 0 0 0.
10mg が 26.5土3.39 15.3土2.29 14.09士2.12

M:平均イ直 q:標 準偏差

(3) 菅 山 B棟 ソー T･ン培養における増さ乾の速言 (集落初発 日数)

培養菌量 2週 3週 4迎 5週 6週 7週 8週 lo遇 15

-4long . 14日 14日 16日 16日 23日 19日 28日 >30日 >30日

-.510mg 16 14 16 . 21 30 ..24 28 >30 . >30

(Ⅱ)結核菌のスミスーPH曲線｡

青山B株.朝倉株,F株及びB.C.Gの ソートン培養についてスミスーpI壬曲線を追及した｡ pHの

測定には島津電束的測定路とテス下ベーパ法 (東洋源紙)とを比較 した結果, 試料が少量で迅速に比

較的正確な値を輿える後者によった｡ 第 2表のように青山B株にては培養 2,3週にアルカl)の山が出

現 し,培養進むとともにpH値は酸性側に低下しpH5.0-5.2(標示薬 Brom-Cresol･Green)叉は pH

4.4-4.6(標示薬Phenol-Purple)に一定して経過した｡朝倉株の変化はや i早く,F株及びB.C.G.で

は緩慢な経過をとった｡

歩 2表 朝倉,菅山B,フランクフル ー株及び B.C.Glソーもン培寒波液 pH の推移

菌 株 起 始 1週 2週 3週 4週 5週 7週 9週 13週

菅 山 B 6.8 7.6 7.-2 6.8 5.4 4.8- 4.4 4.4 4.4

フランクフ7t/I 6.8 ラ.8 7.8 7.6 7.4 7.2 7.2 4.8
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(I)靖地租成嬰化の推移o

培地中の擢成変化をしらんとして,呈色反磨 (ミロン反磨.キサントプロテイン反磨,-ンヒド1)

ン反騰､ビ-レット反感､アダムキウイツ反臆､ヂアゾ反磨,坂口反麿.ニ-ランデル反慮､モー1)ツ

シ-庚臆)及び蛋白津波反腰を開いた｡巨Pち青山B株 ソートン培養癌液或は濃縮液 (700-80oC及び
100oC)の倍数稀釈液0.5ccに夫々の反庶試薬 0.2ccを加え陽性最高稀釈倍数をもってしめ一した｡モー

1)ツシ-反艦は次第に埠強し4-5週にて最高値 (160倍)に達し､-ンヒド1)ン反ヱ転は3-6週のころ

一旦プラト-(10-20倍)をつ くり再び減易易した｡ ミロン反麿は4-6週のころ-B景高値 (20倍)を

とって減弱したO他の呈色反膝は勇者陽性のま1経過した｡pH7.0に於ける硫酸安門完全飽和沈澱畳.読
】4)

は20%三塩化酉苦酸を倍量注加して析出する粗蛋白量は共に培養1週には陰性,2週 より碩畳に拭現 し,攻
6)

第に埠畳し､5週にて略一定値に達した｡5%燐タングステン酸沈澱量はか iる変動をしめさなかった｡

(IV)結妓モJLモツ トに放ける ｢ツ｣力慣測定時期及び測定液の稀薄濃度について.

F搾0.1mg腹腔再感染モルモット11頭について,104oC濃縮 F株グ1)セ1)ンブイヨン ｢ツ｣及び市

販侍研 ｢ツJの10倍､100倍稀釈液 0.1ccの皮内反膝を比較した｡感染 2,3,5遇後の何れの ｢ツ｣虎臆ili]E:
に於いても､両 ｢ツ｣力慣の問に有意の蓋を認めなかった｡しかし平均比 (MeanRatio)をとってみ

ると､10倍液 48時間値にて F株 ｢ツ｣が侍研 ｢ツ｣より僅かに強いという程度であった｡ 攻にF株

グl)セl)ンブイヨン700-80oC濃縮 ｢ツ｣と市販 ｢ツ｣3榎の30倍､60倍,100倍稀釈液0.1ccの皮

内反膿を比較した｡この場合は104oC濃縮 ｢ツ｣の場合よりも,製法による差が強 くあらわれた. 蘇

に感染 -fL期 12日の皮内反膝において著明であって,37日の皮内反膝に患いては差を認めなくなった｡

次に旧国際聯盟法に随って F株グl)セ1)ンブイヨン ｢ツ｣(70O-80oC濃覇)､青山B株 ソートン
｢ツ｣ (700-80oC濃汚覇)､朝倉株 ソートン ｢ツ｣ (10% コロヂウム膜限外漣過法にて 1/10畳に濃

鍾)の500倍.1000倍,2000倍･､4000倍液0.1ccの皮内反歴を検した｡2000倍～4000倍の反臆は極めて

局易く,殊に48時間倍が接頭易であって比較に適していない｡EPち旧観際聯盟法の検定濃度は必ずしも好
16)

通夜濃度とはいえない｡

(Ⅴ) ｢ツ｣作製時の濃縮温度,噂養日敦,塙地.菌体物質の吟味｡

結核モルモット12頭の皮内反麿について. 育uJB株及び朝倉株 ｢ツ｣の50倍､100倍液 (0.1cc)

を比較した｡感染 19日の皮内反膝にでは. 700.-80oC濃縮 ｢ツ｣が 104oC濃縮 ｢ツ｣よりも強 く.

36日の皮内虎麿ではこの差を認めなくなった｡ 但し青山B殊にでは, このときも何有意の差を認め
たO 朝倉株のグ1)セ1)ンブイヨン及びソートン培地30日培養 ｢ツ｣と50Lj培萎 ｢ツ｣との間にカ債

の差を認めなかった｡ また青山B件及び朝倉株の ｢ツ｣Aと ｢ツ｣Bと､また朝倉株グ リセ1)ンブイヨ

ン ｢ツ｣とソートン ｢ツ｣との間に力債の差を認めなかった｡ 各 ｢ツ｣の呈色反廠 (ミロン反麿､-

ンヒド1)ン反麿､モー1)ツシユ反磨) の張さを比重交したところ,皮内反膝に-致して青山B棟 700-

80oC｢ツ｣のモーリツシ-反麿は 104cc ｢ツ｣ より強 く(80:40)あらわれた｡又朝倉株 30日培養

と50日韓萎.青山B棟及び朝倉株 ｢ツ｣Aと ｢ツ｣B,朝会株 ソ-1､ン ｢ツ｣とグ1)セl)ンブイヨン

｢ッ｣との問に呈色反膝にても差を認めなかった｡ 即ち呈色反歴と皮内反膝との問に密接な臣瀞 性の
存することが装われたO 次に各 ｢ツ｣0.25cc及び0.1ccの結核モルモ ッ ト24頭の致死反麿を検した

が､大部分の動物は 3-24時間以内に増血性の病変を呈して死亡し､皮内反臆及び呈色反臆との間に

並行性を確かめえなかった｡各 ｢ツ｣の三塩化酪酸i,牙澱蛋白畳 (稀釈倍数法)､その蛋白件のN量 (ミ

クロキエルグール法)も共に呈色反臆皮内反膝との間に並行性を示さなかった｡さらに青山｣B棟 ｢ツ｣

のモ-1)ツシ-庚麿の相違は皮内虎厳24韓間値の差と並行するが,48時間値の差とは並行しなかった○
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この事実は三次の (Ⅷ),(Ⅷ)の結:泉とよく符合すると考えられる｡

(Ⅵ) ｢ツ｣カ債に及ぼす濃縮の影響｡

朝食株グl)セ 1)ンブイヨン50日増奉 より作った非濃縮 ｢ツ｣､ ｢ツ｣A､ ｢ツ｣Bの 50倍液,loo情

液 0.1ccの皮内反膝に於いて､ ｢ツ｣A､ ｢ツ｣B共に非濃縮 ｢ツ｣の対艦濃度 より碍かった｡即ち濃

縮操作は ｢ツ｣容積を縮小し同時に カ債を 10倍以上に強 くする｡ これは濃縮によって粘性が大 とな

り､輝液円の高分子物質の謬貿性の変化が生じるためと考えられる｡

(Ⅶ)青山B棟ソー トン噂善における ｢ツ｣カ債の推移と菌の発育経過との関係｡

次に ｢ツ｣組成の変化 (-ンヒド1)ン反癒,モ-1)ツシ-虎麿. 三塩化酷酸冴液量を貴大稀釈倍数

法にて求めた)と ｢ツ｣力債の推移 との関係を検討した｡ ｢ツ｣力債は結核モルモット30頭について
17)

｢ツ｣10倍､50倍､100倍,500倍液 0.1ccの皮内反膝にて測定した｡第 3表に示すように青山B棟 ソ

ー トン培養2,3週の ｢ツ｣には多糖体は相当含まれているが,蛋白畳は極めて頻量であって､ 皮内反

騰の 24時間低が著明に強 く､48時間値融鼓索であった. 感染 38日の皮内反廠ではか ゝる相違は目

立たな くなった｡ また ｢ツ｣ 0.15ccの皮下注射による致死反膣 があらわれなかったことは注目に値す

る05,6週以後の ｢ツ｣では蛋白畳は増加し､糖質､ア ミノ酸は一定量に連する｡

この頃培地 bHは4.4-4.6に一定 してきて､皮内反膝は24時間値と48時間値がほ 等ゞ しくなる○

致死反臆 も漸次張 くなる｡ 皮内反膝の24時間値は糖質 と賛接な関係にあって.致死反厳との関係はう

すいようである｡また致死反麿は皮内反麿 48時間値 と並行し､蛋白の出現 と密接な関係にある〇

第 3表 青山B棟 ソ- 1･ン培養 における培地組 成変化の推移 (最大稀釈倍数)

培養 前 2過. 3週 4週 5週 6 7週 8週. lo遇. 13週- 16週

ニンヒ ドリン反磨 80 80 40 40 20 20 20 20 20 20 40

モ- 1)ツシ-反腔 0 20 20 40 40 40 40 160 160 160 160

膏lJ｣B棟 ソー トン培養L/{おけ る ｢ツ｣力慣 の推移 (a)皮内反磨 (俸祈 ｢ツ｣の力債 を1.0とす)

感鯉染過 反時腰間 2週 3週 4週 5過_ 6週 7週 8週 lo遇 13週 16週

13日 24lJ- 0.73 0.94 1.0 1.1 1.4 1.2 1.2 1.1 1.3 1.3
48J 0.30 0.48 0.78 1.3 1.0 1.5 1.1 1.0 1.4 1.3

38日 240 0.88 0.94 1.0 1.1 1.0 1.1 0.91 1.0 1.1 1.0

(b)致 死 反磨 (0.15cc)

2週 3週 5週 7逸 l 10週 13週

致 死 数 0 1 1 … i 喜 23

(Ⅷ)透析育駿による ｢ツ｣の分析｡

綻釆 ｢ツ｣中の多糖体は皮膚発赤因子,蛋白体は致死因子であって､前者は非透析性､後者は透析
3)18)19)i:0)

性 といわれてきた｡ 著者は青山B棟 ソ- トン3月培養液液を10,0gコロヂウム膜限外波過法にて
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%量に濃縮､5%及び10%コロヂサム膜を用いて透析した｡ 多糖体は5%膜,10%喋をともに透析

するが.蛋白棒は5/%膜を通過 し､10%B英を通過しえなかった｡透析液及びコロヂウム嚢内液0.1ccの

結核モルモット皮内反膝をみたところ､蛋白体を含まない10,0∠朕透析液ではやは り24時間蛙が48時

間値 よりつよく現われ､蛋白棒をふ くむ5%膜透析液及び10%朕内液では48時間値が24時間値より

もむしろ増強していた (弟4表)0

算 4表 音 山根Bツー トン培養隈舛滑過濃縮液についての透析実験

供 試 液

透 析 膜

モー ワッシ- 反 騰

- ンt=ド1)ン 反 鷹

ミ ロ ソ 反 腔

アダ ムキウイツ反感

三 ≡監 イセ酢 酸 沈 澱

蘇核 モルモッ ト

皮 内 反 磨

(Ⅶ)噂養液の加熱時析出する核蛋白棒の吟味｡

｢ツ｣を700-80DC又は100oCにて加熱濃縮する時及び非加熱培革淀液を100oCに加熱殺菌する時
L-1])

折出する熱凝固蛋白にともなって相当量の活性物質が失われる｡著者は青山B棟 ソートン培地 100cc

9週培養非加熱淀液 (pH4.2)を10C)｢C30分加熱して析出した白色沈澱を確紙上にとり､pII4.2の酎

酸水10ccにて2回洗准 L(､氷窒内にて乾燥 (CaCle)､ さらに--テルにて2回洗源, これを10%

KOH液数滴にて溶解したのち蒸滑水を加えて5ccと して確過､その無色透明な渡波に氷酷酸を加えて

pH4.2とすると再び美しい乳白色の沈澱を生じた｡ その主童心,上清をすて再び氷堂内にて乾燥したの

ち秤量し4.2mgの次白色粉末をえたoこの粉末に4プ6NaOH液 1滴滴下して溶解し､蒸溜水4.2ccを

加えた｡ これを原液として10-1000,000倍稀釈液をつ くり､ その0.1ccをもって結核モルモット皮内

反膝を検 したo原液の化学反膝としては Dische氏Diphenylamine核酸反麿が中等度陽性,モー1)ツ

シ-反臆は陰性､ ペントーゼ反麿として塩酸フロログルシン反臆陽性､塩酸オルシン反廠陽性,ケ ト

ーゼ反臆としてセ1)ワノフ反厳及びフルガ反臆ともに陰性､ 三塩化酷酸沈溺…反麿は中等段陽性,すな

わち核蛋白体であることがわかったo 結核モルモット皮内反厳は0.01-0.001γまで陽性であって,

24時間値と48時間値との間に差をみとめなかったo (詳細は近 く ｢結核｣誌上に発表の予定)0

結 論

1.青山B棟ソートン培養に於いて､初動 こは生菌数の埼加にともない菌重量も槍加し､貴頂期をす

ぎると生菌数は急激に王威少してゆ くO蘭重量は菌体の融解のため王威畳してゆく｡ 発育景高]負になった

頃培地PHは4.4-4.6に達し, この値に一定する｡またモ-1)ツシ-反麿は漸次槍fIE,.し, -ンヒドl)

ン反歴は減弱, ミロン反臆は一旦最高頂をつ くって減弱する. 蛋白量は鞘育初期には擬量であるが後

山定量になる｡同時に ｢ツ｣力債も大体一定して くる｡ 培養早期の蛋白の殆ど含まれない ｢ツ｣には

多糖体多く､皮内反臆の24時間値がつよい｡致死反臆は現われない｡培養す んゝで蛋白の多くなった

｢ツ｣では道に48時間値と致死反臆が噂曝して くる｡EPち多糖体は皮内反膝24時間値に, また蛋白

棒は致死反臆及び皮内反麿48時間値に密接な関係を有する｡
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2. このことは1b% コ｡ヂサム膜透析英闇にて非透析性の蛋自体成分と多糖棒を主成分とする透析

液とにわけて結核モルモット皮内反膝を槍することによっても確かめられた0

3. ソートン ｢ツ｣とグl)セ1)ンブイヨン ｢ツ｣との間に,また菌体物質の有無によって.｢ツ｣力

債の差をみることはない.しかし70O-80つC濃縮 ｢ツ｣は 104oC濃縮 ｢ツ｣よりも皮内反麿 (24時間

徳)がつよく･モーワッ.シユ反麿の強さの相違と並行したoしかし致死反麿､蛋白量､蛋自体N畳の
相違とは並行しなかった0

4.培 養 液 液加熱時及び加熱濃縮時折出する核蛋白体に ともなって活性物質がかなり失われてゆ

くo

〔串研究に封 しては文部省料率研究費補助を績た事を肘記してiy薫を表する.〕
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