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菌 体 脂 質 の 役 割 に つ い て
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さきにわれわれは結核菌の毒力を究明する1つ の手段

として,各種結核菌の32P標 識加熱死菌を使用し,これ

をマウスの体内に注入してマウスの全身および肝か らの

32Pの 消失を指標として,こ れ らの菌がin vivoで ど

のように食菌処理排泄されるかを観察 した。そして毒力

菌は死菌でも,非 毒力菌に くらべて,生 体内でゆるやか

に処理排泄されることをみとめ第2報1)で 報告したが,

このことか ら毒力菌の菌体中には,宿 主体内で白血球に

食菌されたときに消化処理 きれにくい菌体成分の存在す

ることが考えられる。

しか るに最近Blochら は毒力結核菌を石油 工ーテル

で抽出することにより,そ の抽出物中に,in vivoで 白

血球の遊走を阻害し,ま た少量を反復注射することによ

りマウスを致死せしめる物質の分離に成功し,こ の もの

をcordfactorと 命名している2～4。 またこの 毒性物

質はAndersonの 菌体脂質分画法 にしたがっ て結核菌

の脂質を分画 すると,ク ロロフォルム可溶性画分 中の

wax Cま たはwax D中 に存在するにとを見出してお

り5)6),そ してこの物質がtrehalose 6-6' dimycolate

な ることを決定している7)8)。 またSpitznagelも 同様

な毒性物質を毒力結核菌のモノクロールペンゼン抽出物

中に見出してお り9),Blochら は,こ の 抽出物中 には

cordfactorが3、 くまれていることを報告している1の,

しかしなが ら,非 毒力菌の人型結核菌H37Ra株 や鳥型

菌か らはこれ らの毒性物質は分離されてお らない。

著者の実験においても,毒 力菌が非毒力菌に くらべて

死菌でも宿主体内で消化処理されに くいとい うことは,

毒力菌の脂質中にふくまれるこれ らの毒性物質がなん ら

かの役割を演 じているのではないかと考 えられる。した

がつて前回と同様の方法にて32P標 識 菌を使用し,毒

性物質をふくむ脂質を除喪した脱脂菌体あるいは脱脂菌

体に毒性物質のcord factor,あ るいはcordfactorを ふ

くむと考え られる毒力菌のwax C,wax Dをcoatし た

菌体がどのようにマウス体内で処理排泄されるかを測定

してin vivoに お ける菌体の消化 処理排泄 におよぼす

菌体脂質の役割について観察 したのでににに報告する。

実 験 方 法

表1 32P標 識結核菌の加熱死菌および脱脂菌

体浮遊液の調製法

培地1ccに1～15μ6の 割に32Pの リン酸塩を加えた
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使 用動 物 は第2報 で述 べ た ご と く,生 後6～8遍 の 休

重15g前 後 の マ ウ スの 純 系NA8株 の 雄 を,使 川

菌 は有 毒人 型 結 核 菌H37Rv株,無 毒人 型 結 核 菌H37Ra

株,有 毒 牛 型 結 核 菌 三 輪 株,BCG,Mycobacterium

 607,鳥 型菌 竹 尾株 お よ び獣 調株(以 下H37Rv,H37Ra,

牛 三 輪,BCG,M.607,鳥 型 菌 竹 尾株 お よ び 獣 調株

と略)の32P標 識600℃,1時 間加 熱 死 菌 で あ る。 こ

れ らの 菌 を 表1に 示 す よ うにAndersonの 方 法11)に

した が つ て,ア ル コ ール ・エ ーテ ル(1:1)で48時 間

3回 抽 出 した 。そ して これ らの菌 を乾 燥 させ た の ち,め の

うの 乳鉢 で磨 砕 して,蒸 溜 水 で均 等 な菌 体 浮 遊 液 を作 成

した 。 さ らに この ア ル コ ール ・エ ーテ ル(1:1)で 抽

出 した菌 体 を ク ロ ロ フ ォル ム で48時 間3回 抽 出 して,

脂 質 を 除去 した の ち同様 に蒸 溜 水 で菌 体 浮 遊 液 を作 成 し

た 。 さ らに ア ル コー ル ・エ ー テル(1:1)混 液,つ い

で ク ロ ロ フ ォル ムで 脱 脂 した 菌体 に,Blochの 方法2)に

し たが つ てcord factor,wax C,wax Dをcoatし

た。 す な わ ちBlochよ り送 られ たcordfactorお よび

表2に 示 す 方 法 で,BCG加 熱 死 菌 よ り 抽 出 され た

wax Cお よ びwax Dを5ccの エ ー テ ルに 溶 解 し,菌

表2実 験に使用したwax C,wax Dの 抽出法

休とこれ ら脂質との重 鼠比が4:1に なるように菌体を

ヱーラル 中に加え,恒 温槽で加温振 とうし、なが1},エーテ

ルを気化 させて,こ れらの脂質を菌体にcoatし た。そ

してこれ ら脂質でcoatし た菌体をめの うの乳鉢で磨砕

して蒸溜水で菌体浮遊液を作成した。

そして,こ の(1)アル コール ・エーテル(1:1)混 液

で脂質を除去 した菌体浮遊液,(2)さ らにクロロフォルム

で脂質を除去した菌体浮遊液および,(3)こ の菌体にcord

factorお よびwax C,wax Dをcoatさ せた菌体浮遊

液の乾燥菌量0.125mg(湿 菌 量0.5mgに 該 当,約

5,000c.p.m.の 放射能を有す)を ふ くむ菌液を,1群 約

20匹 の マウスの おのおのの 尾静脈よ り注入し,5～7

日ごとに2匹 ずつ全身および肝に存在する32Pを 測定

した。測定法は第2報1)に おいて述べたごとき方法であ

る。そして注入された菌体がマウスの体内でどのように

処理排泄されるかを観察 した。

実 験 結 果

(1)脂質 を除去しない各種有毒,無 毒結核菌の加熱死菌

を注入した場合のマウス体内からの菌体の処理排泄

いま比較に便利なように脂質を除去 しない32P標 識

各種有毒,無 毒結核加熱死菌の湿量0.5mgを マウスの

尾静脈より注入した場合の,マ ウスの全身および肝か ら

の32Pの 消失を図示すると,図1,2の ごとくである。

図1各 種32P標 識結核菌の加F熱死菌湿量0.5mgを マ ウ

スの尾静脈か ら注入した場合の全身か らの32Pの 消失

この場合についてはすでに第2報 で報告した。この図

か ら明 らかなごとく,毒 力菌およびBCGを 注入した

場合は,他 の無毒菌にくらべて32Pの マ ウス体内か ら

の消失はゆるやかであり,したがつて毒力菌は死菌で も,

非毒力菌にくらべてマウス体内でゆるやかに処理排灘さ

れることが推定される。



1958年8月 573

図2各 種32P標 識結核菌の加熱死菌湿量0.5mgを マゥ

スの尾静脈か ら注入した場合の肝からの32Pの 消失

(2ア ル コール ・エーテル(1:1)で 菌 体脂質を除去

した各種結核加熱死菌を注入 した場合の,マ ウス体内か

らの菌体の処理排泄

表1の 方法にしたがつて,前 述の加熱死菌か らアル コ

ール ・エーテル(1:1)混 液 で脂質を除去した菌体の

乾燥量0.125mg(湿 菌量0.5mgに 該 当)を ふ くむ菌

体浮遊液を,マ ウスの尾静脈か ら注入した場合のマウス

の全身および肝か らの32Pの 消失を示すと,図3～4

のごとくである。この図か ら明 らかなごとく,こ の場合

図332P標 識60℃1時 間加熱死菌 をアルコール ・エ
ーテル(1:1)で 処理して乾燥量0 .125甥 をマウスの尾

静脈か ら注入した場合の全身か らの32Pの 消失

図432P標 識60℃1時 間加熱死菌をアル コール ・エ
ーテル(1:1)で 処理して乾燥量0 .125mgを マウスの尾

静脈か ら注入した場合の肝か らの32Pの 消失

もH37Rv,牛 三輪,BCGを 注入した場合は,H37Ra

 M.607お よび 鳥型菌竹尾株 を注入 した場合 にく らべ

て,全 身および肝か らの32Pの 消失はゆるやかである。

したがつて,こ の場合 もなお毒力菌およびBCGは 無

毒菌に くらべて,生 体内で処理排泄されに くいことが推

定される。しかし(1)の 場合にくらべて,菌 株の間の差

は小となるように思われる。

(3)アル コール 。エーテルついでクロロフォルムで脂質

を除去した各種結核加熱死菌を注入した場合のマウスの

体内か らの菌体の処理排泄

(2)のアルコール ・エーテル(1;1)混 液 で処理した菌体

図5 32標 識60℃1時 間加熱死菌をアル コール ・エ
ーテル,ク ロロブォルムで処理して乾燥量0.125mgを マ

ウスの尾静脈か ら注入した場合の全身か らの22Pの 消失
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図632P標 識60℃1時 問加 熱 死 菌 を ア ル コー ル ・エ

ーテ ル,ク ロ ロ フ ォル ム で処 理 して 乾 燥 量0 .125多ngを マ

ウ ス の尾 静 脈 か ら注 入 し た場 合 の 肝 か らの32Pの 消失

を,さ らにクロロフォルムで可溶性の脂質を除去 したの

ち,そ の菌体の乾燥菌量0.125mgを ふ くむ菌体浮遊液

をマウスの尾静脈よ り注入し,全身および肝か らの32P

の消失の割合を測定すると,図5お よび図6の ごとくで

ある。この 場合はH37Rv,牛 三輪,BCG,H37Ra,

M.607,鳥 型菌竹尾株および獣調株の間には大 きな差を

みとめなかつた。このことはアル コール ・エーテルで抽

出したのち,さ らにクロロフォルムで可溶性の脂質を除

去 した加熱死菌を注入 した場合には,毒 力菌であると非

毒力菌であるとを問わず菌体は同じように生体内か ら処

理排泄 されることを示している。

いま比較のために,全 く脂質を除去しない加熱死菌お

よびアルコール ・エーテル,つ いでクロロフォルムで菌

体脂質を除去 した加熱死菌を注入 した場合の,マ ウスの

表5各 種32P標 識結核菌の加熱死菌およびアルコー

ル ・エーテル(1:1),ク ロ ロフォルム脱脂菌体をマゥス

の尾静脈か ら注入したときの10日 以後における全身およ

び肝か らの32Pの 半減期(た だし32Pの 自然減衰はない

もの として計算により補正)

全身および肝か らの22Pの 消失の半減期を表示すると,

表3の ごとくである。 この場合は,第2報 で詳述 したご

とく,注 入10日 以後で,32Pの 消失が 安富して一定

の値 となつたときの値で示 してあ り,ま た32Pの 自然

減衰は計算により補正 した値を示してある。このように

脂質を除去しない菌体では,毒 力菌は非毒力菌にくらべ

て,明 らかにマウスの体内か らの32Pの 半 減期が長 く,

したがつて消化処斑排泄されにくいが,脂 質を除去する

と32Pの 半 減期はほぼ等 しくな り,同 じように消化処

理されることが考えられる。ゆえに,毒 力菌の脂質中に

は,マ ウスの休内で菌体の消化処理を遅延せしめるよう

な毒性物質の存在することが推定される。

(4)cordfactorお よびwax C,wax Dでcoatし

た加熱脱脂菌体を注入した場合の,マ ウス体内か らの菌

体の処理排泄

さらに(3)のアルコー・ル・エーテル,つ いでクロロフォ

ルムで脱脂 した菌体に,Blochよ り送 られたcordfac-

torお よび表2の 方法でBCG加 熱死菌より抽出された

wax C,wax Dをcoatし て その乾燥菌量0.125mg

をふ くむ菌体浮遊液をマウスの尾静脈より注入した場合

の,マ ウスの全身および肝か らの32Pの 消失を示すと,

図7,8の ご とくである。この場合cordfactorをcoat

図7cord factorでcoatし た22P標 識H37Rv脱 脂

菌 の乾 燥 量0.125声ngを 注 入 し た場 合 の マ ウ スの全 身 お

よ び肝 か らの32Pの 消 失

した菌体はH37Rvの 加熱死菌の脱脂菌体を使用し,ま

たwax C,wax Dをccatし た菌体は鳥型竹尾殊の脱

脂菌体を使用 している。 この図か ら明 らか なごとく,

cordf2ctorでcoatし た菌体を注入 した場合は,coatし

ない脱脂菌にくらべ,マ ウスの全身および肝か らの32P

の消失はゆるやかであり,またwax C,wax Dをcoat

した菌体では全身ではあま り大 きな差をみとめないが,

肝ではcoatし ない脱脂菌を注入した場合に くらべて,
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図8wax C,wax Dでcoatし た32P標 識鳥型竹

尾株脱脂菌乾燥量0.1257%8を 注入した場合のマウスの全

身および肝か らの32Pの 消失

32Pの 消失はゆるやかである。 したがつて このように

cordfactorの ご とき毒性物質,あ るいはcordfactor

をふ くむと考えられるwax C,wax Dの ご とき脂質で

菌体をcoatす ると,マ ウス体内で消化処理 されにくい

ことが考えられる。

しかしなが ら,こ の場合cordfactorでcoatし た菌

体が消化処理 されにくいのは,cordfactorで 菌体を

coatし たために白.血球に食菌消化 されにくいのか,あ

るいはまた菌体に付着 しているcordfactorの 毒性の

ために生体全体が障害をうけてそのためにマウス体内の

菌体にたいする処理排泄能力が低下しているために,こ

のような現象がおこつているのか明らかでない。

これをたしかめるために次のごとき実験を行つた。す

なわち,い ま100γ のcordfactorを0.1ccの プ ロビ

レングリコールに溶解し,こ の0.16℃ ずつを1群20

匹 のマウスの腹腔内に注射し同時に,ア ルコール ・エー

テル(1:1)つ いでクロロフォルムで脂質を除去した鳥

型菌竹尾株の32P標 識脱脂加熱死菌の乾燥菌量0.125

mgを ふ くむ菌体浮遊液をこれ らのマウスの尾静脈 より

注入した。また対照として,無 処置の健常マウスに同様

に32P標 識脱脂菌体浮遊液を注入した。そして,cord

factorで 障害をうけたマウスおよび障害をうけない健常

マウスにっいて,32Pの 全身および肝か らの 消失を日

数をおつて測定した。この結果を図示したのが図9で あ

る。この図か ら明 らかなごとく,cordfactorを 注射 し

たマウスおよび対照の注射 しないマウスの間には,β2P

の体 内からの消失速度には大 きな差をみとめなかつた。

図9cordfactor100γ 腹 腔内注射マウスおよび健常

マウスに32P標 識 鳥型竹尾株の乾燥量0.125mgを 注入し

た場合のマウスの全身および肝か らの32Pの 消失

したが つ てcord factorをcoatし た 菌体 がin vivo

で消化処理 されにくいのは,cordfactorの 毒性 のため

にマウス全体が障害をうけて,間 接に処理排泄能力が低

下しているた めではな くして,cord factorで 菌体が

coatさ れ ているために,白 血球等によつて 直接に食菌

消化 されにくいためであろうと考えられる。

考 察

結核菌の侵入によつて,宿 主で あ る生体に生ずる病

変が結核菌の有する一次毒(primary toxicity)に よる

ものか,あ るいは抗元である結核菌 とそれによつて生体

内に産生 された抗体 との反応によるアレルギーによるも

のであるか,い ずれが重要な役割を演 じているかは今な

お明らかでない。 しかるに最近Blochは,有 毒結核菌

の脂質中より,cordfactorな る毒性物質の分離に成功

している6こ れ らはin vitroで 白血球の遊走 を阻害し

2),少 量 を反復注射することによ り,マ ウスを致死せし

め2)4)～6),ま た注射によ りマウスの結核の病変を増悪

せしめる効果を有する12)こ とが報告 されている。また

加藤 らは,こ のcordfactorを マ ウスの腹腔内に注射

することにより,マ ウスの肝臓のコハク酸脱水素酵素の

活性が低下することを みとめている み。著者の 実験に

おいて も,マ ウス体内に注入された菌体が白血球等によ

つて食菌 され,生 体内で消化処理排泄 されるときに,に

れらの毒性物質を有す る有毒結核菌の菌体脂質が,消 化

処理を遅延せしめる効果を有することがみとめ られ,し

たがつてこれ らの脂質は毒力菌が生体内で長 く生存し,
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そして増殖するために,な ん らかの役割を演じているこ

とが考えられる℃

総 括

著者は,各 種結核菌の32P標 識菌を使用しこの60℃,

1時 間加熱死菌の1)ア ノレコール ・エーテル(1:1)で 脂

質を除去した菌体,2)さ らにクロロフォルムで脂質を除

去した菌体,3)さ らに この脱脂菌体にcord factorお よ

びBCG加 熱死菌より抽出したwax C,wax Dでcoat

した菌体をマウスの体内に注入 し,マ ウスの全身および

肝からの32Pの 消失を指標 として,こ れ らの菌体が,

マウスの体内で どのように処理排泄 されるかを観察 し

た。その結果,第2報 ですでに報告 したが,全 く脂質を除

去しない加熱死菌を注入した場合は,毒 力菌は非毒力菌

に くらべてマウス体内で消化処理 されにくい ことがみと

め られたが,ア ルコール ・エーテル(1:1)で 脂質を

除去した菌体で も同様な結果がみとめ られた。しかしな

が ら,こ の場合は毒力菌と非毒力菌との差は,小 とな る

ように愚われる。しかるに,さ らにクロロフォルムで脂

質を除去した菌体 を注入 した場合は,毒 力菌,非 毒力菌

とも,32Pの 消失はほぼ等しく,し たがつて毒力菌,非

毒力菌とも同じように処理排泄されることが 考 え られ

る。したがつて毒力菌の脂質中に,in vivoで 菌体の処

班排泄を遅延せしめるような物質の存在することが考え

られる。

さらに,こ の脱脂菌に,cord factorお よびwax C

,wax Dをcoatし た菌体を注入 した場含は,こ のよう

な脂質をco厩 しない菌体を注入 した 場合に くらべて

32Pの マ ウス体内か らの排泄は,ゆ るやかであり,し

たがつて毒性物質 をふ くむ脂質をcoatし た 菌体はin 

vivoで 消化処理排泄 されにくいことが考 えられる。 そ

してこのような現象はcoatさ れ た脂質の毒性物質によ

る間接の生体障害によつて生 じたのではなくして脂質で

coatさ れ るこCとによつて,白 血球に直接食菌消化 され

にくくなつたためであろうと考えられ る。

稿を終るに臨み御指導と御援助を賜わつた九州大学医

学部医化学教蜜虫村雄一教授および厚生省国立療養所課

関誠一郎醇士に深謝する。

本論文の要旨は第12回 日本結核病学会 近畿地方会

(昭和30年10月),第10回 厚生省医務局研究発表会(昭

和30年11月),第1回 日本アイソトープ会議(昭 和31年

8月),第1回 原子力シンポジゥム(昭 和32年1月),

第16回 日本結核病学会近畿地方会(昭 和32年11月)お

よび第2回 日本アイソトープ会議(昭 和33年2月)に お

いて発表した。 そして1958年9月 ジュネーブで開催

予定の国連主催の原子力平和利用国際会議に提出きれる

論文の一つとして推せんされた。
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