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下 等 動 物 よ り抗 菌 物 質 の探 索

第1報 ミミズよりの主 として抗結核菌物 質の抽出について(そ の1)

広島大学医学部細菌学教室(主 任 占部教授)

小 畠 三 喜 男

(昭和28年9月5日 受付)

(こ の研究 の一部は文部 省科学研究費 によつ た｡占 部)

緒 冒

現在広 く用 いられつつあるいわゆる抗生物質 は凡 て植

物性微生物 に由来す るものであ ることは今 ここに多言 を

要 しないところであ るが他方 いまだなお実用 の域 に 達

してはいないけれ ども動物 系物質 に も多 かれ 少なかれ抗

菌作用 のあるものが存在す る こ と は古 くはHankin1)

(1890)に よつ て猫 の脾及び淋巴腺からの抽 出物 につ いて

駐 明 され,そ の後VanghRら2)も 脾 ・大 脳 ・甲状腺及び

峯 丸組織 から殺菌性物質の抽出 に成功 した とい う｡又 最

近Bloomら3)は 種 々の動物の官腸 ・胸腺及び膵か らの

抗脾脱疽菌分劃 の抽 出に成功 しBユoom&Blake4)は 屍

組 織内に も活性分劃 を発見 し更にBloomら5)は 胸腺 の

蛋 白及び プロタミンの枯草菌 に対す る抗 菌作用 に関 して

報告 してお り,叉Walterら6)は 牛脾か ら硫 酸処理 によ

り抽出 した正 常組織蛋 白に抗桔草菌作用のあ ることを認

め,Stahmann7)は その活性が蛋 白の ア ミノ酸含量 に関

係 してい るか も知れぬ こ とを指摘 した｡以 上 の ほかに

Dubos8)は 動物組織 内における抗結核因子の存在を指摘

してお り続いてHirsch&Dubos9)は 脱脂 した牛 の腎

粉 末を酸性エ タノールで抽出す ることによつて得 られる

結晶性物質が各型結核菌 に対 して静菌的並びに殺菌 的に

作用 しうること,非 病原性抗酸菌 には無効であ ること及

び この物質が化学的精製分析の結果Spem・inで あ るこ

とを報告 している｡一一方藤浪9)や 浜本lo)は 蝿蛆 よ りの

抽出物が創傷に対 して治療効果があ ることを報告 してお

り,田 中U)は ミミズの煎汁抽出物 に解熱作用のあ るこ

とを認めてい るが これ らは前者は酵素作用 によるもので

あ り後者はAktipyrin,Chinin等 の解熱剤 と同様な作

用機転 によるものであつていずれ も如上の直接抗菌作用

物質 とは 自ら別箇の ものであ るこ とはい う迄 もない｡

さて私 どもの ところでは年来下等動物,こ とにハ エ ・

ウジ ・ミミズ等 よりの抗菌物質 の探索 を企て種 々追究の

歩 を進めつつあ るのであ るが今回は まずその うちの ミミ

ズよ りの抗菌物質探索実験 の一部 につ いて報告 したい と

思 う｡

1実 験 方 法

D実 験材料

1951年10月 呉市上畑町 の畠 よ り採集 した体長10cm

前後の ミミズo

皿)抽 出法

(1)蒸 溜水 による抽出法:ミ ミズ100gを 切割排土す

ることな くホモゲナィザーで細挫 し重量の約5倍 量の蒸

溜水(pH6.6)を 加え麗 搾器 で約1時 間充分 に概 搾 して

室温(<20｡C)下 で濾紙 をもつ て濾過 しそ の淡桃色半透

明濾 液を直 ちに氷室 に収め凍結 させ ると沈澱物 と透明液

層 とに分かれ る｡こ れ を室温下 で自然融解 させた後遠沈

して得 られ る沈澱物 にアセ トン｡エ ーテル等量液を加え

よ ぐ麗絆 し再 び遠沈す る｡そ の結果得 られ る管底部の灰

褐色沈澱物 を抽出物Eと 呼 び上層部 に生 じた黒褐色浮

游粘液層を別器 に移 して再び遠沈 し上清を捨 て自然乾燥

させて得 られる黒褐色沈澱物 を抽出物F,と す る｡

(2)重 曹水 に よる抽 出法:上 記(1)に おけ る蒸溜水の

代 りに2%重 曹水 を用 いて処理す ることによ り得 られ る

淡紅黄褐色透明の濾液 に等量 のアセ トンを加 えて生 じる

沈澱物を更に遠沈 してアセ トン｡エ ーテルで洗灘後 再び

遠沈す る｡そ の結果 の灰褐色微砂土状沈澱物 を抽出物 瓦

とし,こ の さいの上清 に等量 のアセ トンを加 えて同様 に

操作す ることに よつて得 られ る灰褐色粘土状 の沈澱物を

抽 出物F,と す る｡

(3)酪 酸水に よる抽 出法:上 記(1)に おける蒸溜水 の

代 りに3%酷 酸水を用いて処理 す ることに よつて得 られ

る螢光色透明液 に等量 のアセ トンを加 え以下(2)と 同様

に して得 られ る沈澱物の底部1ノ3を 占める黒褐色粘土状

の ものを抽出物Fsと し更 にこの際の上溜 に等量 のアセ

トンを加 えることによつて得 られ る淡 褐色 粘土状沈澱物

を抽 出物Feと よぶ｡

(4)硫 酸水 による抽出法:2・5%硫 酸水 を用 いて(3)

に準 じて操作 する と収量の大 きい 白色微砂粉状沈澱物 が

得 られる◎ これ を抽 出物F7と す る◎

(5)酒 精 による抽出法:上 記(1)に おけ る蒸溜水の代

りに84%酒 精 を約5倍 量加 え50日 聞 く20｡Cの 室 温に

放置 した後 その浸潰液を濾過 し60｡C温 槽 中で溶媒 を減

圧鯉去 し約1ん｡に 濃縮 すろ と飴状濃縮 物 が得 られ る｡

これを抽出物EAと す る｡

(6)石 油ベ ンヂンに よる抽出法:(5)に お ける酒精 の

代 りに石油ベ ンヂンを用 いて得 られ る濃縮物 を 抽 出 物

一26一
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EBと す る｡

皿)供 試菌並び に移植菌量

(1)一 般菌:大 腹菌 ・腸 チ フス菌 ・脾脱疽菌 ・枯草菌

及びブ ドウ球菌(209P)の ブイ ヨン24時 間培養液1白

金耳童を生塩水2eeに 加 え平等 浮游液 としたものの1

白金耳量｡ 気

(2)抗 酸菌:人 型結核菌Frankfurt株(人 型菌),鳥

型結核菌A62株(鳥 型噛)及 び スメグマ菌 の卵培地上

それぞれ4週,2週 及び1週 培養菌 よ りの1myノee生 塩

水平等 浮游液1滴(1/4針)｡

W)抗 菌価測定 法

(1)一 般菌 に つ い て:抽 出物Eよ りF7迄 はその

O.039宛 を10cc宛 の ブイ ヨンに加 えて懸濁液 とし100◎C

30分3回 滅菌 しこれ よ り出発 して ブイ ヨンによる倍 数稀

釈液3ec宛 を作 り供試菌液 を前記量宛移植後血温24時

問培養 し混濁発現 の有無乃至程度を よみと り且つそれら

よ りの寒天平板培地へ の還元培養 を も行つて移植菌 の生

死を追 求す る他 に混濁が雑菌の迷入に よるものでないこ

とを も確かめた｡そ の他 に前記の各懸濁液1¢6を 寒天培

地9ecに 添加 し平板 としこれ に供試菌液 を前記量平等 に

塗抹 し血温24時 間保つ た後集落発生 の有無を も検査 し

た｡

次 に抽出物EA及 びEBに ついてはO.1y宛 を10ec

のブイ ヨンに溶か し100｡C1時 間滅菌 したものを原液 と

しこれ より出発 して上記 と同方式 に従 つて検討 した｡

(2)抗 酸菌 について:抽 出物E・vF4はO・3%に 同F5

は0.6%に またF6,璃 は1%に それぞれ懸濁せ しめた

Kirchner原 液(こ の際Kirchner液 のpH値 には変動

なし)2.7ee宛 を各別 に試験管3本 に分注 し,う ち昏1

本は100｡C30分1回,他 の各1本 は同2回,残 余 の各

1本 は同3回 問歓 減菌 した後凡 てに牛血清0・3eeず つ を

加 えた ものに前記 の供試抗酸菌液を所定量ずつ添加移植

し37｡Cに 保 ち人型結核菌 は4週 及び8週 後に,鳥 型結

核菌では3週 後 に叉 スメグマ菌 では1週 後にそれぞれ発

育の有無乃至程度を検 し同時 に還元培養を も行つて菌 の

生死を確かめ た｡

次 に抽 出物EA及 びEBはKirchltex原 液に100倍

にな るように加 え(pHの 変動な し)100｡C1時 間滅菌

した後 これ より出発 してKirchner原 液に よる倍数稀釈

列(各 管2.7ec)を つ くり,各 々に牛血 清O・3cc宛 を加

えた後如上 の供試菌を所定量移 植 しそ の後は前出のF,

～F?の 場合 と同様に して観察 し成績を読み とつ た｡な

お この際の対照 としては抽出物非添加血清Kirohner培

地及びEA及 びEB抽 出に当つ て使用の各溶媒 を10倍

稀釈になる ように各別に加 えたKirchRer原 液 を100｡C

1時 間処置後その2・7ee宛 に牛 血溝0・3ee宛 を加えた も

のを充てた｡

以上の他 に別 に60｡C30分3回 間欲滅菌 した同種抽
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出物溶液 について も上記 と同様 にして人型菌 のみを供試

して検討 した｡

なお1〈irchller原 液に1%の 割合に加 えられ たままで

5カ 月間室 温に放 置せ られたEA及 びEBの 抗結核菌

作用 について も上記 に倣つて追究 した｡

丑 実 験 成 績

1)→ 投菌 に対す る抗菌作 用

一27-一
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表2ミ ミズ抽 出物の抗酸菌発育 に対 す る影響

その2抽 出物EA及 びEBの 成績

＼＼ 抽出物

供＼幽幽

蕾 ＼ ㌔

種 昭…

関. ._
酒 精 抽 出 物(EA) 石油ペ ンヂ ン抽出物(EB)

稀 釈

ぐ峨∴ 蜘
2・祠 呵… 0(対 照)

100

KiAK
200 400 800 1,600 1・(対 照)

{KlBK
人
型
F
秣

4週

備
1回

/〆/レ4 %1%レ4 ≠≠〆 レニ%レ ≦レ奪
8遁 託託議 掴葱掴 (一) (一)

///%矧%
(一)(+)(+)主 く+) 瓢

騨 3週 託奉瀦 語 語講嘉 細 話話話
譜 り ・ 週 脚%1%1% %1刻% 刻%%%%1%千 呪
人
型
F
株

8週 6墜鯉

(一)!(一)

//ン6%
(C) (C)

フ6%/

(c)(+)/

/フ∠フ∠//%
(一)(一)(一)(一)(一)(+)1/

/

註;1)Kは 血 清 加Kirchner培 地,AK及 びBKは そ れ ぞ れ 酒精 及び 石 油 ベ ン ヂ ン をKirchnerEff液 に10%に

加 え た後100｡C1時 間 処 置 して か ら血 清 を10%に 添 加 した も の

2)そ の 他 は表1に 準 ず る

表3ミ ミズ抽 出物の抗酸菌発育 に対す る影響

その3室 温5ヵ 月保存のEA及 びEBの 人型F株 に対 す る抗菌作用

＼＼…
稀
釈加 倍

数 102

2

論・

4

論・

8

養・

1歪

103

3姿

103

6受

103 も・

1
1,282.56

喬・

5量2

104

1興

10δ

2襲048

105

0(対 照)

欝＼培ギ ギ 処置 K

…

AK BK

人

型

結

核

菌
F

秣

轟 霧

蟄

留、

600C

30分

3回

//
(一)(一)

/
(一) 瀦 /

(朴)
/フ4 %

1

F

7二7二 % %
(冊)

%
(柵)

/
(冊)
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(一)

/
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/
(一)

/
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/
(一)

/
(+)

% %%
…
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遮 儲

端
奄.

/
(一)

/
(一)

/
(一)

/
(一)

/
(一)

/
(冊)

フニレ羊
1
一 一

%%

% % % %

畠 /
(一)

/
(一)

/
(一)

/
(一)

/
(一)

/
(冊)

% % % %

註:す べて表1,2に 準 ず る

供 試 した大腸菌 ・腸 チフス菌 ・脾脱疽菌 ・枯草菌及び

ブ ドウ球菌 に対 しては上記 いずれ の抽出物 も殆ん ど全 く

み るべ き阻止作用 を示 さなかつ た¢

丑)抗 酸菌 に対 する抗菌作用

(1)抽 出物Fユ よ りF7迄 の成績(表1参 照)

裟1に 見られ るように人型菌 に対 してはFe及 びF,

は1%濃 度 にお いて100｡C30分3回 処 置後 の もので も

発育 を完全 に阻止 し しか もF7の 如 きは還元培養全 く陰

性 に終つ たか らその効果は殺菌的 であつ た とい え る｡

F5も0・6%の 濃度において100｡C30分3回 処置後 の

ものを除けば人型菌 の発育 を完全 に阻 止 した｡但 し殺菌

的の効菓は示 さなかつた｡F3,F3及 びF4は0.3%の 濃

度において100｡C30分3回 処置後 の もの以外 にはすべ

て多かれ少なかれ静菌作用が見 られ た｡

次 に鳥型 菌に対 してはF6が1%濃 度で しか も100｡C

30分1回 処置後 のもの において のみ静菌的のみな らず殺

菌的にさえ作用 した以外 にはすべての抽出物に抗菌作用

は見られなかつ た｡

なおス メグマ菌 に対 して もいずれの抽出物 も全 く阻止

作用 を示さなかつ た｡

(2)抽 出物EA及 びEBの 成績(表2参 照)

この成績 は一一括 して表2に かかげた｡す なわ ち人型菌

に対 してはEA及 びEBの100｡C1時 間1回 処置 し

たもので はそれぞれ200倍 及び400倍 でその発育を完

全 に阻止 したのみな らず殺菌的 に も作用 したのに対 して

60｡C30分3回 処 置 した際 には抗菌 力 は 更 に強 く現れ

EBは1,600倍 迄 も静菌的のみな らず殺菌的 に も 作用

し得 た｡但 しEAで は雑菌迷 入のためこの点不明 に止

まつた ことは週憾であ ろ｡

次に鳥型菌 に対 しては100｡C1時 間処 置のEAは200

一 一一28-一 一
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倍 迄又EBは4∞ 倍迄共 に発育 を完全に阻止 したが殺

営 的 に作用 し得 たのはEA'100倍,EB200倍 にすぎ

なかつた｡

ス メグマ菌 に対 しては両者共 に殆ん ど見 るべき抗菌作

用 を示す ことがなかつた｡

(3)室 温5カ 月保存のEA,EBに よる成績(表3参 照)

前記Eム 及 びEBを 抽 出後室温 に5カ 月放置 した後

60｡C30分3回 間歓滅菌 した ものの人型菌 に対す る作用

を検討 した ところ表3に 示す ような成績が得 られた◎

すなわち表3で 分 るよ うに人型菌 に対 してEA,EB

共 に1,600倍 では完全阻止 的のみな らず作用期間8週

後 には殺菌的 の効果を も示 した｡更 に3,2∞ 倍 ではEA

は依然 として完全阻 止的(坦 し非殺菌的)に 作用 したが

EBは 作用が少 しく落ちて強掬制的効果の程度 にとどま

つたo

皿 総 括 並 び に 考 按

以上今回私 の ミミズより抽 出 した種 々の劃分は供試 し

た限 りの一般病原細菌 に対 しては殆ん ど全 く何 ら見 るぺ

き抗菌作用 を示 さなかつたが,抗 酸菌殊 に人型結核菌に

対 してはそれぞれ多少にかかわ らず抗菌作用 をもつてい

ることが分つ たo

すなわ ち蒸溜水に よる抽 出物 に関 しては雑菌混生 のた

め判然 たる成績は得 られなかつたが重曹水 による抽出物

瓦,Eに は易 熱性 ながら300倍 程度で人型 菌をやや強

く抑制 し得 る抗菌性 が認め られた し,酷 酸水 による抽出

物F5及 びFsは それ ぞれ約170倍 及 び100倍 で完全

阻止的(但 し非殺菌 的)に 作用 ししか もその作用は耐熱

性 であることが見 られ,更 に硫酸 水による抽出物(F?)は

100倍 稀釈で耐熱 性の完全静菌作用のみならず殺菌作 用

を も示 し得 るものであることが分つたのである｡然 るに

遺憾ながらこれ らの抽 出物は今回の実 験によっ て消費 し

つ くされたためにそれ らの人型菌に対 する最小阻止濃度

乃至抗菌価更 にはそれらの化学的事項 につ いて追究 す る

訳 に行かなかつた｡こ の点に関 しては更 に引 き続 き薪た

に同種抽出物 を得て検討 せられなければならない｡

次 に ミミズの酒精並びに石油 ベンヂ ンによる抽出物に

っ いてであ るが60｡C30分3回 処置の ものでは人型菌

に対 して,前 者 は3,2∞ 倍で完全静菌的に叉1,600倍

迄は殺 菌的に も作用 し後者は3,200倍 では強拗制的 に又

1,600倍 迄は完全静菌的のみならず殺菌的に迄作用 し得

た(表3)が これ らが100◇C1時 間処置せ られ るとそ

の抗菌力は1ノ4叉 はそれ以下 に低下 した(表2)こ とに

よ り見る とこれ らの抗菌作用 はやや易熱性であるよ うに

思われ る｡そ の他鳥型菌に対 しては抗菌効果が人型菌に

対す る場合 よりかな り劣つたがそれ でもそれぞれ200倍

及び400倍 迄静菌的 に叉100倍 及 び200倍 では殺菌的

に作用 し得 たのに反 して,ス メグマ菌 に対 しては殆 んど

見 るべ き抗菌作用を示す ことが なかつた｡

さてIlirsch&Dubosg)は モルモッ トの腎が結核菌 に

侵 され難 いことに着 目し既 に牛の腎粉末 よ り酸性エタ ノ

ール抽出物 を得て これが人型 ・牛型両結核菌 の発育を約

4,000倍 稀釈で阻止 し,約8,000倍 稀釈では抑 制す る

が雑菌性抗酸菌及び数種非抗酸性細菌 に対 しては殆ん ど

無効であること,15ポ ン ド15分 間の処置,室 澱並 び

に38｡C1カ 月間放置にいずれ も安定 であ ること及 び化学

的精製乃至分析の結果 この掬制物質は動物組織 内に含 ま

れ るSpermil}で あることを認めているが,私 の今回の ミ

ミズ よりの酒精或いは石油ベ ンヂンによる抽 出物 も数種

非抗酸性細菌並 びに雑菌性抗酸菌た るスメグマ菌に対 し

ては殆ん ど無効であるの に人型菌 に対 しては抗菌作用 を

呈 し得 る とい う点及 び室温5カ 月放置 に安定 とい う点に

おいては或いは上記 の腎抽出物乃至Sperminに 一脈 類

似 しているよ うに も思われるが黙 によつて抗菌価がV4近

くも低下 し,や や熱 に不安定 であ る点においてSpermin

と完全 には一致 しない物質 であつて或いは ミミズ特有 の

ものではないか とも考 えられ る｡

結 論

ミミズよ りの蒸溜水｡重 曹水 ・飴 酸水 ・硫酸水 ・酒精

及び石油 ベンヂ ンによる抽出物 について管内抗菌作用 を

検討 した結果次 の ような知見が得 られた｡

1)非 抗酸性病原細菌並 びに雑菌性抗酸菌 に対 しては

全 く抗菌作用を示さない｡

2)酷 酸及び硫酸 による抽出物 は人型結核菌 に対 して

やや見 るべ き抗菌力 を示 し,し か もその作用 は耐熱性で

ある｡

3)酒 精及び石 油ベンヂンに よる抽 出物は人型 ・鳥型

結核菌特 に前者に対 してかな り強 い抗菌力を示 しその作

用は窒温放 置には比較的安定であ るが易熱性であ りSpe-

rminと は完全 には一致 しない｡
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