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    The  lysosorne-rich fraction was separated from normal and BCG-revaccinated guinea pig 

 lungs and was extracted with  O.  1% Triton X-100. The extracts were fractionated by gel-

 filtration on Sepharose  2B column using  0.  05M acetate buffer of pH  5.6 (Fig.  1). The first 

 protein peak associated with acid phosphatase and cathepsin activities from BCG-animals 

 (Fraction A) was found to be mycobactericidal, but the corresponding fraction from normal 
 animals was not. These fractions were then treated with 2M urea and the extracts were 

 fractionated by gel-filtration on Sephadex G-150 column (Fig. 2). Fraction A from BCG animals 

 was divided into 2 protein peaks a and b by urea-treatment, the latter being separated from 

 acid phosphatase activity. This small-molecular protein fraction was not obtained from normal 

 animals. 

    Table 1 demonstrates the summarized data of the mycobactericidal effects of those subfrac-

tions on  H,Rv  tubercle bacilli suspended in  0.  05M acetate buffer of pH  5.  6. The bacilli of 0.1

mg per  ml were exposed to each sample of indicated protein concentrations. The urea-released 

Fraction b was found to be active in killing tubercle bacilli, but it required more amount of 

protein and longer exposure time to express its mycobactericidal activity than Fraction A and 

Fraction a. In the environment of pH  7.  4, the activity of each fraction was reduced. Fraction 

b was, however, more active than Fraction a at this pH (Table  2). A curious observation 

was that, though Fraction A of normal animals was not mycobactericidal, its 90% acetone-

soluble moiety was highly active in this respect just as the corresponding sample from BCG-

animals of our previous report. It might be possible to suggest that the 90% acetone-soluble 

substance is a "created" mycobactericidal fraction. 

  * From the Department of Tuberculosis , National Institute of Health, Kamiosaki, Shinagawa-
   ku, Tokyo 141 Japan.
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   When Fraction A of the normal animals was added to the corresponding fraction of the 

BCG-animals, the activity of the latter was reduced, which  indicates a possible competition 

between the two fractions with respect to the contact with the bacilli. Fraction b appeared 

to be a small-molecular protein and it was  heat-stable at 100°C and pH  5.  6. However, 

lysozyme of the similar properties was not mycobactericidal  in the same experimental conditions 

and in a much higher concentration (Table 4).

前轍告bに おいて,私 達はBCG再 接種モルモ ツ ト肺

の薫糖ホモジネfト よ り,lysoseme含 有率 の 高い細胞

頼粒画分を遠心 分離 し,そ のTritonX-100抽 出液 を

Sepharose2Bを 用いて ゲル濾過す る ことに よつて,水

解酵素活性を伴つた巨大分子の分画 を得た。そ して結核

菌に対する殺菌作用 も,こ の分画に のみ検出 され ること

を まず見 出 した。本論文 においては,こ の複合体 より尿

素を用 いて抗菌因子を分離す る方法を述べ,さ らに正常

動物を素 材とした場合の観察について も報告 し,こ れ ま

での研究 のもつ意義について論考 したo

実験方法 と材料

基本的には これまでの2つ の報告1}2}と 変 わる点はな

い。 この報告においては,必 要 な点は実験成績の項 で補

足す る◎

実 験 成 績

1)BCG再 接種モルモ ットな らびに 正 常 モル モ ッ ト

の肺 よ り,細 胞頼粒分画 の分離。TritonX-100に よる

抽 出。そ して ゲル濾過による分画:体 重4009前 後の 自

色雑系 モルモ ヅ ト雄13匹 を,BCGsmgを 用いて皮下

接種 し,3週 後 さらにBCGO.1mgを 静 注 した01週

螢動物 を殺 して腫大 した脾 を集め,そ の100gを 出発材

料 とした。 これ を11容 量の ワー リングプ レンダー容器

に 入れ,CaC13を3.3mM含 むO,35Mの 薫糖溶液125

mtを 加えて20分 間ホモジナイズした。 さ ら にCaC12

を3・OmM含 む0・25M薦 糖溶液440mlを 加えて希釈

したのち,ガ ーゼ3枚 をもつて濾過 した。濾液 を3,000

rpmで10分 間遠沈 して細胞破片,核 成分 を除 き,上 清

を得た。 この上清 を冷凍遠心 機 を使 用 して まず5,000

920分 で ミFコ ン ドリヤの大部分を沈殿 として 分 け,

その上清を2S,OOOg20分 で遠沈 して,lysosomeの 含

有度の高い細胞穎粒画分を沈殿 として得た。MgC12を5

mM含 む0,25M薦 糖液 で一 度遠沈洗浄 し て か ら,こ

の沈殿 をTritonX-100を0.1%に 含む 蕉糖溶液100

mtを 用いて,4℃ で30分 間抽出 し,25,000920分 の

遠 沈 上 清 を 抽 出 液 とした。 これ を流水に対 して80分.

間透析 し て か らfiashevaporatorで26mllこ 濃縮 し,

Sepharose2Bの カラム(2×38㎝)に かけた。

ゲル 濾 過 は0.05Mの 酢 酸 綬 衝 液(pH5、6)を1時 閥

23m'の 速 さ で流 し,溶 出 液 は5m'ず つ 採 取 したり そ

れ らに つ い て,蛋 白 量,酸 性 ボ ス フ ァ タ ーぜ 活 性,カ テ

プ シ ン活 性 を 前 諭 文t)と 同 じ方 法 で 測 定 し、Fig.1上 半

の ご と き溶 出 ダ イ ヤ グ ラ ムを 得 た 。

次 に 正常 動物30匹 の 肺1C9gを 用 い て 、 全 く同 様 の

操 作 を行 な い,Fig.1下 半 に示 す よ うな 成 績 を 得 た。

これ ら いず れ の溶 出 パ タ ー ン も,前 後2つ の 著 明 な 蛋

白 ピー ク と,そ れ ら の 中間 を 占め る水 平 部 分か ら な る点

は,こ れ まで の 経 験 と全 く同 じ で 歩,つた 。 しか し.図 に

示 した よ うに,溶 出 部 分 をA,B,Cあ る いはDと 区 分 し

て ま とめ,そ のHs7Rv株 に 対 す る殺 菌 力 を0.05M酢

酸 綬 衝 液(pH5.6)の 環 境 に お け る37℃4時 間 の 暴 露

で検 査 す る と,BCG動 物 由 来 のFractionA,Bの み が

有 効 で あ つ て,正 常 動 物 か らの 相 当分 画 は 全 く殺 菌 力 が

な か つ た。

2)尿 素 を 用 い てFractienAよ り抗 菌 因 子 の 分 離:

BCG動 物 のFraCtionA10rnl(Felin法 を 用 い た チP
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Fig.2.FractienatienofUre義 。ExtractsofFmction
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ジ ン推 定 蛋 白■1、8mg)に,4Mの 尿 素10mlを 加 え

て40℃30分 抽 出 した"O,05Mの 酢酸 緩 衝 液(pH5.6ノ

に 対 して 一 晩透 析 して か ら,そ の 内 液 をfiashevaporator

で10mtの 原量 に も ど した◎ こ れ の3,000rpm10分

の遠 沈 上 清 を4回 に 分 割 して,1・5x25cmのSephadex

G-150の カ ヲ ムに か け,上 述 の 緩衝 液 を 用 い て1時 間

27mlの 流 速 で溶 出 して ゲル 濾 過 し た。 溶出 液 は3rnl

ず つ分 取 してそ れ らの 蛋 白 量 と酵 素 活性 を 測 定 し た 。

Fig・2上 半 の 溶 出 ダイ ヤ グ ラム の示 す よ うに,尿 素 処 置

に よつ てFractionAはFractiona,bの2つ の 蛋 白 ピ

ー クに 分 か れ ,後 者 は酸 性 ボ ス フ ァタ ーゼ,カ テプ シ ン

活 性 を もた な い 小 分 子蛋 白分 画 であ り,尿 素 に よ つ て

FractienAよ り遊 離 した もの と考 え られ る。

また,正 常 動物 のFractienA15mlを,全 く同一 操

作 で 尿 素 抽 出 して,同 じ カ ラ ムで ゲル濾 過 した とこ ろ,

Fig・2下 半 に 示 す よ うに,BCG動 物FractionAか ら

得 ら れ た よ うなFractionbは 出現 せ ず,酵 素活 性 の あ

るFractionaの み が 得 られ た。 そ こで,さ らに 正 常 動

物FractionA15mlよ り,前 論 文 で報 告 した よ うなgo

%ア セ トン可 溶 部 分 と不 溶 部 分 とを調 製 した 。 こ れ ら

の分 画 のHs7Rv株 に 対す る殺 菌 効 果 を検 査 し,そ の 成

績 をTable1に ま とめ て示 した。 実 験 条 件 に 関 す る 予

備 試 験 か ら,あ る資 料 に関 して は,菌 暴 露 時 間 の4時 間

を 延 長 し,24,48時 間 を も行 な つ た が,そ の ほ か の条 件

は これ まで通 りで あ る2)e

T¢8t8amp1¢

可,

Co隠 ¢e鵡r就 二〇怨38

protci無(μ9/mt)

Mycobacteridd31acti

baciniexpo6edfoτ

4

Table1.TheMycobactαicidalActivityofVariousFractionsObtai轟edfrom

BCG-Stiπ!ulatedandNormalG犠ineaPigsatpH5。6

y罐器畷謡銑『爵1▼{諸謬 認髭躍潔畏
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Table2.TheMycobactericidalAc亡ivityofUrea-ExtractedFractio"58館db就pH7.4

To●t8amp塞o

a

塾D

Buffercontre1

Concontration績 の

protoln(P9/m')

22.0

35,0

0.

T 424

10×10t23xIO4

51×10446×102

35xloe

V伍}》ユoc6"蹴 膨「爾m奮 「薦 塵f1藍e翼po●ed

___∫orbe10w一 垂墜襲」些些整亘」2製些9≦L____.__.一__

48hr

3x106

2×102

70×10t

Table3.

Buffer(ml)

O

O.9

1.35

0

1.8

InhibitionoftheMycobactericida1ActivityofBCG-AnimalF路ctio践A

byNormalAnimalFractionA

2mJm重 翼t"rG●a讐 叩 茎e

No「鴇 認 課
(mi)

1,8

0.9

0.45

2,0

0

BC曾藷譲鵬1
A励

1
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・0,2

0
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62刈06
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ここでまず2つ の事実が注 目され る。第1に,BCG動

物のFractionAか ら分離 され たFractionbに 殺 菌

活性が存在す る。 しか し,Fracti。nAと 違つてそ の 効

果の表現には,蛋 白量 として,よ り高濃度が必 要であ る

こと,ま た,よ り長 い暴露時間が要求 され る。第2に,正

常動物のFractionA,B,Cい ずれに も殺菌活性はな く,

また,FractionAか らは,Fractienbは 分 離 されず,

Fractionaに も殺菌力はないが,90%ア セ トン可溶部

分に強い殺 菌力が ある点で,前 論文 に示 したBCG動 物

のそれ と全 く異なるところはなかつ た。BCG動 物 の 尿

素抽出遠 沈沈渣 とFractionaと は,そ の出発材料 たる

FractionAに 匹敵 しうる殺菌力を示 し,他 方,正 常 動

物の尿素抽 出残渣 も,高 濃度 と長時間接触に よつて殺菌

性を発 揮 した。尿素抽出残渣 は酢酸緩衝液に きわめてよ

く懸濁され て,90%ア セ トン可溶成分 と似た外観 を 示

した。Table2は,pH7.4に お い て,BCG動 物 の

Fracti◎naとbと の活性比較を行なつたもので,pH5。6

に おけ る場合 とは逆に,Fractionbの ほ うが殺菌 力が強

く表現 されているが,い ずれにせ よ,抗 菌 力は酸性環境

においで より強 い点は変 りない。

3)正 常動物FractionAの 共存に よるBCGモ ル モ

ッ トFractionAの 殺菌力の減弱:Table3に 示 した よ

うに,BCG動 物 由来のFractionAと 正 常動物由来の

FractionAと を各様に混合 して,そ れぞれにHs7Rv株

をo.1mg/mlに なるよ うに接種 して殺菌効果 を 比較検

討 した。そ の成績の示す ように・正常動物のFractionA

はそれ 自体殺菌力はないが,共 存す ることに よつてBCG

動物 のFracti◎nAの 殺菌 力を減弱せ しめた。 この現象

は菌体に対す る1つ のせ りあいによるもの と 理 解 さ れ

る。

4)卵 白 リゾチームを用 いた抗菌力試験:Fractionb

Tabie4、 LackoftheMycobactericidalActivity

inEggWhiteLysozyme

Lysoxymeoo"ceatratio盤

(μ9/ml)

V玉abIeco睡 凱9P睡rmgbaに 孟瓢i
af雛r4hrc茎po● 聾feat

37℃aRdH56

1,000

100

10

1

0

48x10●

45x106

26×106

3gx10●

31×10●

は小分子■ で,熱 に安定 である点 で リゾチー ムと似てお

り,ま た,BCG接 種 を受け たウサ ギ肺 に存在す る 抗結

核性 因子が リゾチーム様 のものである とい う綴告S)も あ

るので,卵 白 リゾチームの抗結核菌性 を同一実験条件 で

検討 したが,殺 菌力は認め られなかつた(Table4)。

考 察

水解酵素活性を伴つた巨大分子分画 と してBCG動 物

か ら分離 され るFractionAが,正 常動物か らも得 られ

たが,そ れには抗菌 力がな く,し か も,前 者か らは抗菌

性の小分子蛋白分画Fractionbが 遊離 したのに反 し,

後者か らはそれが得 られなかつた。 この事実は,特 異性

となん らかの関係を もち うる殺菌因子 としてのFractioa

bの 可能性を示 唆する。 他方,抗 菌力のなかつた正常動

物FractienAか ら,90%ア セ トン可溶 分画 を 分離 し

てその抗菌力を検査 する と,そ れ は 強 い殺菌力を発揮

し,前 論文で報告 したよ うなBCG動 物FractionAか

らのそれ と同様であつた◎ この観 察 は,90%ア セ トン

可溶部分が,人 為的 に 「つ くられ た」抗菌物質であ る と

い う疑惑 を与えるものであろ う。 したが つて,現 在 まで

の知見 に関す るか ぎ り,感 染 に伴つ て 自然 に生産 され,

菌 と対決す る物 質 としてFractionA,Fractioabに 今
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後の関心を集中すべ きよ うに思われ る。 また,正 常動物

のFractionAが,そ れ 自体抗菌力がないに もかかわら

ず,BCG動 物 のそれ と拮抗す る事実か らすれば,前 者

が菌体に親和性をもちなが ら,そ こにFractionbを 伴

っていないため殺菌 力を発揮 しえない と説明するのが 自

然であろう。 さらにまた,Fractionbは そ の 抗菌 力発

揮のために,FractionAよ りも蛋 白量 として よ り高 濃

度を用い る必 要があ り,作 用時間 も長い ことが要 求され

るが,FractionAの 中 に,Fractionbの"adjuvant"

として,そ の活性を高め,あ るいは"carrier"と してそ

れを菌体に密着せ しめ る物質の存在を,今 後の研究 の作

業仮説 とすることもで きよう。 あ る い は,FractionA

の中には,Fractionb以 外の抗菌物質の存在 を 考 えて

もよい。

しか し,抗 菌物質Fractionbを 遊離 した あ と の,

BCG動 物FractienAの 尿素抽出残渣 に 強い殺 菌力の

発現すること,し か も正常動物 のFractionAの 尿素抽

出残渣にも,弱 い抗菌 力の検 出され ること,そ れらが よ

く水に懸濁 されて90%ア セ トン抽出分画に似た外観 を

もつ こと等 より,尿 素抽 出残渣 とアセ トン抽 出 分画 と

の抗菌性はむ しろ共通 部分に よるものの よう に 思 わ れ

る。予備的観察 によれば,こ れ らはいずれ も強 い溶血作

用をもち,い わゆる"Unmaskedphospholipid"で あ る

可能性 を考える必要があ る。 この ような生体膜燐脂質の

"Unmasking"は 膜表面 の抗原抗体反応
,食 菌現象に伴

つて発生するという観察の,推 論5)も現在得 られ てお り,

上述の この分画が実験条件による 「つ くられた」抗菌物

質であ るに して も,や は り1つ の重要 でもあ り,示 唆に

富む所見 として記憶 さるべきであ ろ う。 最 近,D'Arcy

Hartら6)はTritenWR-1339注 射に よつて,結 核感 染

に対 して抵抗力を増強 したラ ッテの肝 ライ ソゾー ム抽 出

液に,抗 結核菌 性の物 質の存在を認め,そ れが リピ ドで

あ る可能性を指 摘 してい るが,実 験材料 と方法の差は あ

つても,私 達の研究 と非常に近い ところにある と思われ

る。
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BCG再 接種 モル モッ トならび に 正常 モル モッ トの肺

のO・25M簾 糖ホ モジネイ トより,lysoseme含 有 度 の

高い細胞穎粒分画を集め,そ のTritonX-100抽 出液 を

Sepharese2Bに よるゲル濾過に よつて,水 解酵素活性

を伴つた巨大分子分画(FractionA)を 得た。BCG動 物

由来のその分画には強い抗結核菌性が検出 され,2Mの

尿素処置に よつて水解酵 素活性を もたない抗菌性の小分

子蛋白分画(Fractionb)が 遊離 したが,正 常 動 物 の

PractionAに は抗菌 性は な く,尿 素処置に よつて 小 分

子蛋白 も得られ なかつた。他方,正 常 動 物FractienA

の90%ア セ トン可溶 分画は,BCG動 物 のそれ と同様に

強い殺菌力 を示 し,ア セ トン抽 出法は人為的に抗菌物質

をつ くりだす可能性が示 された。FractiORbの 抗菌力は

100℃5分 の加熱に安定 であ り,殺 菌力発現 にはFrac・

tionAよ り高 い蛋 白濃度,長 い菌暴露時 間 を 必要 とす

るが,酸 性環境依存性は少 ない。 正 常 動物FractienA

はそれ 自体抗菌性 は ないが,BCG動 物FractionAと

共存す ると拮 抗 し,後 者 の殺菌力 を減弱せ しめた。

本研究実施にあ たつては,日 米医学協力計画結核専門

部会からの研究費 に負 うところが大 きい。 記 して謝意 を

表す。 また,本 論文 の要 旨は第44回 日本結核病学会 で

発表 した。
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