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   Since Schwartz et  all), reported that 6-mercaptopurine suppresses antibody formation, many 

papers appeared reporting on inhibition of immune response by purine analogues. In the field 

of experimental tuberculosis, Arima et al. 2) stated that sensitization of rabbits by killed  tubercle 

bacilli was suppressed by 6-mercaptopurine. In contrast to the above papers reporting effec-

tiveness of purine analogues, Tsukamura et  al. 8) reported that adenine itself is able to modify 

infection of mice with tubercle bacilli. It was thus desirable to obtain further informations on 

biological effects of nucleic acid precursors. The purpose of the present paper is to report on 

the effect of orotic acid and  4-amino-5-imidazolecarboxamide orotate on infection of mice with 

 tubercle bacilli.

                                  Methods 

 CFI strain and dd-N strain of mice weighing 22 to  24  g were used. Challenge was done 

by intravenous injection of M. tuberculosis  1187Rv or M. bovis Ravenel, which were subcultured 

in Dubos TB broth (without tween) at  37°C for 7 days. Amount of challenge was 1 mg moist 

weight of the H37Rv strain or  0.  2  mg moist weight of the Ravenel strain. For the purpose of 

immunity production, M. bovis BCG, subcultured on Ogawa egg medium for 3 weeks, was 

inoculated subcutaneously to mouse in a dose of 0. 1 mg moist weight. 

   Grade of infection was observed taking the number of viable challenge organisms recovered 

in the lungs and in the spleen of a mouse as indexes. To count the viable numbers, three 

mice were killed from each group, and the lungs and the spleens were measured of their 

weights. The organs of three mice were combined into one, respectively, and homogenized 

with a motor homogenizer adding 5 volumes of distilled water. The homogenate was then 

added with 5 volumes of  2% NaOH and again homogenized. The homogenate was diluted to 

give a series of 10°,  10-1,  10-2,  10-8 and  10-4 dilutions. Two-one hundredths ml samples of 
each dilution were inoculated with a spiral loop onto Ogawa egg medium and incubated at 37°C. 

After four weeks of incubation, the number of colonies was counted, and the number of viable 

challenge organisms recovered in a whole organ (lungs or spleen) was calculated. 

   Orotic acid was administered as orotic acid-dimethylamide (Orotonsan-S ; Ono Pharmaceutical 

Co.), which was supplied as a  20  mg/m/ solution. 4-Amino-5-imidazolecarboxamide orotate
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 (Aicamin  ; Fujisawa Pharmaceutical Co.)  was supplied as a crystal form. This was dissolved 
in a 0.067 M phosphate buffer (pH 7. 1) at a concentration of  10  mg/m/. Both agents were 

administered to mice by  sabcutaneous injection.

                                  Results 

   1. Effect of Orotic acid-dimethylamide on experimental infection of mice with virulent 

      tubercle bacilli 

   The results are shown in Tables 1 and 2. Administration of orotic acid in daily doses of 

 0.  1 mg to  2  mg for 6 or 8 weeks seemed to lower the infection with  tubercle bacilli so far as 

viewed from bacteriological viewpoints. The  beet effect was obtained by daily administration 

of  2  mg (Table 1). Administration of daily doses  4  mg and  10  mg caused initial deterioration 

but followed later improvement (Table 1). 

   2. Effect of  4-amino-imidazolecarboxamide  orotate on experimental  infection of  mire with 

      virulent  tubercle bacilli 

   The results are shown in Table 3. Administration of Aicamin in a daily dose of  0.2mg 

or  0.5  mg retarded the time of occurrence of maximum increase of challenge organisms (Table 

3). 

   3. Effect of 4-amino-5-imidazolecarboxamide  orotate on immunity production in mice by BCG 

       vaccination 

   After vaccination with BCG, the mice were divided into three groups. The first received 

injection of saline, the second subcutaneous injection of 0.2 mg of Aicamin, and the third that 

of 0.5mg of Aicamin. The administration was made daily for 4 weeks. After 4 weeks, 

challenge was done by intravenous injection of M. tuberculosis  HriRv. Two weeks and four 

weeks after challenge, the number of viable challenge organisms recovered in the lungs and the 

spleen were counted to observe the effect of vaccination. Post-vaccination administration of 

Aicamin in a daily dose of  0.  2 mg per mouse seemed to give some good effect on production 

of immunity, whereas such administration in a dose of  0.  5mg per mouse seemed to counteract 

the immunity formation (Table  4). 

   Since orotic acid and Aicamin have practically no inhibitory effect on multiplication of 

tubercle bacilli, it is probable that the effects of these agents observed are due to modification 

of host tissues. By administration of the agents, the host tissues may become a state unfa-

vorable for multiplication of  tubercle bacilli. In case of the BCG vaccination also , modification 
of host tissues may concern with modified immunity formation.

                                   Conclusion 

   Administration of orotic acid-dimethylamide could modify infection of mice with  tubercle 

bacilli. Daily administration of this agent in doses  0.  1 mg to  2  mg per mouse suppressed 

multiplication of tubercle bacilli in mouse organs (lungs and spleen). Administration of  4- 

amino-5-imidazolecarboxamide orotate also modified infection of mice with tubercle bacilli and 

immunity formation by BCG vaccination.

緒 言

SchwartzetaL1)が6。mercaptopuri熟eに よる抗体産

生 の抑制 を報告 して以来,purine類 似物質 による 免 疫

抑制効果に関す る報告が数 多 く発表 された。結核に関す

る分 野 で は,Arimaetal.2)が 結 核 菌 死 菌 に よ る ウサ ギ

の 感 作 が6-mercaptopurineに よつ て 抑 制 され る こ とを

報 告 して い る◎ 上 記 のpurine誘 導 体 の 免 疫 抑 制 効 果 の

報 告 に対 して,Tsukamuraetal.s》 はpurineの 一 つ,

adenine自 体 に マ ウス の 結 核 菌 感 染 を 修 飾 す る効 果 を 認
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め た 。 この よ うな核 酸 前 駆物 質 の生 物 学 的 効 果 を 更 に 研

究 す るた め に,そ の後 。roticacidお よ び4-・amino-5-

imidazolecarbOxamideorotateのvウ ス 結 核 感 染 実験

に対 す る効 果 を 観 察 した の で 本 報 に 報 告 す る。

方 法

vウ ス は 体 重22な い し249のCF,系 また はdd-N

系 マ ウス を 用 い た(雌 雄 混 合)。

感 染 実験(攻 撃 実 験)はM・tubereulosisHs7Rv株 ま

た はM.bOvisRavene1株 の静 注 に よつ た 。HorRv株 お

よびRavenel株 と も にDubosTBbroth(Tweenな

し)5mlに37℃7日 間 培養 した も のを 比 濁 に よ り,5

mg1m'ま たは1mg/ml(い ずれ も湿菌量)に 調製 し,

そのO.2mlを 尾静脈に注射 した。 したがつて マウス1

匹への接種量は,Hs7Rv株1mg,Ravenel株0・2mg

であつた◎

マ ウスの免疫実験 にはM.bovisBCG株 湿 菌 量O.1

mg皮 下接種 を用い た。BCGは1%小 川培地に37℃3

週培養 したものを,ガ ラス玉 コルベ ンで均一化 し,生 食

水 に1mglmlの 割合に浮遊 させ,そ のo.1mlを 皮下注

射 した。BCG接 種後,マ ウスを対照群 と処置群に分 け,

4週 後に人型結核菌H87Rv株 で攻撃 して,そ の後は感

染実験 と同 じに取扱 つた。

感染後の経 過の観察は,肺 お よび脾の生菌数を数え,
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マ ウス1匹 当 りの肺 または脾に含 まれ る攻 撃菌 の生菌数

に よつ て感染 の程度を表わ した。生 菌数 の算定には,各

群 からマ ウス3匹 を とつて殺 し,肺 および脾 をとつてお

のおの秤量 した後,3匹 分の臓器を合 して,こ れに5倍

量 の蒸留水を加えてm◎terhomogenizerで 均一一化 し,

これに5倍 量(臓 器の5倍 量)の2%NaOHを 加えて,

臓器原液 とした。 この原液(結 局,臓 器にその10倍 量

の1%NaOHを 加えた ことになる)を 蒸留水 で,100,

10"i,10"2,10-3,10.4に 希釈 し,各 希釈液(5種)か ら

O.02mlを1%小 川培地 に渦巻 白金耳 で接種 した。1%

小 川培地 は各希釈液 当 り2本 を用いた。接種 した小川培

地 は37℃4週 培 養 した 後,集 落 数 を数 え ,集 落 数,希

釈 度 お よび 臓 器 重 量 か ら,マ ウス1匹 の 肺 ま た は脾 当 り"

の 生 菌 数 を 算 出 した 。

Oroticacid(以 下OAと 略 す)は
,oroticacid..

dimethylamide(Or◎tonsan-S② ,小 野 薬 品)を 用 い,20

mg/mlの 注 射 薬 と して 調 製 され た 品 を 用 い た
。4--amino

-5-imidazolecarboxamideerotat
e(以 下AICAと 略

す)はAicamin⑪(藤 沢 薬 品)を 用 い た 。 提 供 され た 純

末 を ・0・067M燐 酸 緩 衝 液(pH7.1)に101ng!mlの 割

合 に 溶 解 して 用 い た。OAもAICAも と も に 皮下 注 射

で 投 与 した 。
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結 果

1・vウ スの結核菌感染に対 す るoroticacid-dime・

thylamide(Oretensan-S②)の 効果

CFi系 マ ウスを人型結核菌Hs7Rvま たは 牛型結核菌

Ravenelで 攻撃 した後,直 ちにOAの 注 射 を開始 し,

6週 または8週 続けた。結核菌感染に対す るOA投 与の

効果は,表1お よび表2に 示す ごとくで,OAの 投与は

マ ウスの結核感染に対 して好影響 を もた らす ごと く思え

た。特 に0.1mgな い し2mg毎 日投与 で好結果が得 ら

れた。1日 ■4mgお よび10mgの 毎 日投与 で は,感

染初期 にかえつて悪影響があつたが(肺 および脾の生菌

数が対照 よ り多い),後 には好転 した。

2.マ ウスの結核菌感染 に対 す る4-amino-5-imida・

zelecarbOxamideorotate(Aicamin⑬)の 効果

dd-N系 マウスを人型結核菌Hs7Rvで 攻 撃 した後,

マウスにAICAO.2mgま たは0.5mgを 毎 日注射 し,

対照 と比較 した。その結果は表3に 示す ごと くで,AICA

投与に よつて生菌数が最大 に達す るpeakの 遅れがみら

れた5AICAの 投与 も結核感染を修飾す るごとく思われ

た。

3・M・bOvisBCGに よる マウス 免 疫 に 対 す る4-

amino-5-imidazolecarboxamideoretate(Aicamin⑭)

の効果

マウス(dd--N系)にBCGO.1mgの 皮 下 接種を行

なつた垂麹こ,マ ウスを3群 に分けて次の ごと く 処 置 し

た。(1)第1群 は対照 で 生 食水O.2mlを 毎 日注射,

(2)第2群 にはAICAO.2mgを 毎 日皮下注射,(3)

第3群 にはAICAO.5mgを 毎 日皮下注射。 上下 の処置

を4週 間続 けた後に,マ ウス に人型結核菌H87Rv株 を

静注 して攻撃 し,そ の2週 お よび4週 後に肺 お よび脾 の

生菌数を数えた。結果は表4の ごと くであ る。

BCG接 種後,攻 撃 までの期間,す なわちBCGに よつ

て免疫 が形成 され る時期におけ るAICAの 投 与が免疫

形成にいかなる影響を示すかをみたわけであ るが,表4

に示す ように,AICAO.2mgの 投 与はたい した影響が

121

ないか,ま たは若干好影響が あるか に思 われ,AICAO、5

mgの 投与はむ しろ悪影響があ るかにみえた。

以上の結核菌感 染およびBCG接 種後の免疫形成に及

ぼすOAお よびAICAの 作用機序 としては直接的な抗

菌作用は考えに くい。 おそ ら くOAま たはAICAが 生

体組織の状態を修飾 して結核菌の発育に不都合 な状態を

作 り出す ものと考 えて よかろ う。

以上の観 察は マウスの実験結核に関す るもの であ り,

観察期間 も十分 とはいえないから,こ れか ら人間の場合

や他の動物 の場合を軽 々に類推するわ けにはゆかない。

しか しOAやAICAの ごとき核 酸前駆物質の投与が,

マ ウスの結核菌感染を修飾 しうることは注 目すべ きこと

と思われ る。

結 論

Oroticacid-dimethylamide(Orotonsan-S⑭)の 注射

は マ ウスの結核菌感染を修飾す るごと く思われた。1日

量0・1mgな い し2mgの 毎 日注射は,肺 お よび脾 の攻

撃菌生菌数 を指標 としてみ る限 り,感 染経過に好影響を

及 ぼす ごと く思われた。

4-amino-5-imidazolecarbOxamideoretate(Aica。

min⑭)の 注射 もマ ウスの結核感染に影響を及ぼす。1日

量O.2mgま たは0.5mgの 注射で,肺 お よび脾 の攻撃

菌生菌数peakの 時 期が遅延す るごとく思われた。 また

BCG接 種に よる免疫形成に も影響がみ られた。

上述のOroticacid-dimethylamideお よび4-amino

-5-・imidazolecarbOxamideoretateに よ る感 染 の修飾

は,宿 主組織に対す る修飾 効果 に基づ くもの と想像 され

る。
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