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BCG再 接種モルモッ トの肺の細胞願粒分画か らの

抗 結 核 菌 物 質 の 分 離 とそ の 性 状

I.酸 抽出 ・アル コール沈殿法に よる調製
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SEPARATION AND PROPERTIES OF MYCOBACTERICIDAL 

 COMPONENTS FROM THE LUNG GRANULAR FRACTION 

       OF BCG-REVACCINATED GUINEA PIGS*

I. Preparation by Acid-Extraction and Alcohol-Precipitation
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   Differential centrifugation of a sucrose homogenate of BCG-revaccinated guinea pig lungs 

 (87.  5  g)was conducted to obtain sediments at 1, 000, 3, 900, 8, 400, 15, 000 and 25,  000  g for 20 
minutes. Acid phosphatase test indicated that the sediments at 15, 000 g and 25, 000 g were 

rich in lysosomal granules. Each sediment was resuspended into 20 ml of  O.  25 M sucrose 

solution and subjected to extraction with 180  ml of  O.  2 N  H2SO4 at  4°C for 40 minutes. The 

supernatant of the mixture at 15,  000  g for 20 minutes were added with absolute alcohol to 20 

% and left to stand  at-4°C for 3 hours. The resulting precipitate was collected by centrifuga-
tion. The precipitate was dissolved in distilled water and dialysed. 

   The preparation mentioned above was examined for bactericidal activity against M. 

tuberculosis and B.  abortus, incubating  1.  8 ml of the diluted sample with  O.  2  ml of the bacillary 

suspension of 1 mg per  ml at pH  5.  0 and 37°C. After 4 hour or 7 hour incubation respectively, 

serial ten-fold dilutions of the mixture were made, each of which was inoculated onto glycerol-

egg slants (Ogawa type) for enumeration of viable counts. 

   Table 1 summarizes the yield of each preparation and the bactericidal activity. It is 

evident from this table that the bactericidal components were present preferentially in so-called 
"light-mitochondrial fraction" containing lysosomes in higher proportion . 

   Table 2 shows that the preparation was active only in acidic environment and at 37°C. It 

was inactive at neutral pH and 4°C. Besides, the activity was masked or neutralized in the 

presence of serum. The preparation from 25,  000g sediment (FrIV) was further fractionated 

by gel-filtration on Sephadex G-150 column with respect to bactericidal activity. There was 

an indication that the activity was higher in the fraction of larger moleculer weight (Fig.  1). 

   Organic solvents were then employed as another procedure for purification (Fig. 3 and 

Table 3). When FrIV was added with acetone to final 90%, the active moiety was separated 

as acetone-soluble material. After removal of acetone by evaporation, the resulting precipitate 

and supernatant were separated by centrifugation. The supernatant was highly active at acidic 

 * From Department of Tuberculosis , National Institute of Health, Kamiosaki, Shinagawa-ku, 
   Tokyo 141 Japan.
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pH, but quite inactive at pH 7. 4. The precipitate was extracted with  ether, producing an 
inactive residue. The ether-extracted material was active at both pH  5.  0 and  7.  4 unlike the 

starting material. 

   On the other hand,  Frill was extracted only with ether and the aquesous phase was 

subjected to gel-filtration on Sephadex G-50 column (Fig. 4 and 5). Two protein peaks were 

obtained, one of which having the larger molecular weight was of the higher  mycobactericidal 

activity. 

   All the active preparations were stable against heating at  100`C for 5 minutes.

結核免疫(防 御力)の 機序は,い まだに不明 な点が 多

いが,Macrophageを 中心 とす る細胞性の ものであ ると

い う主張が支配的 であ るう これは,防 御現象の中閥過程

が ど うであれ,菌 と対決す る最終段階のみを取 り上げ る

ならば,説 得力のある多 くの報告に よつて支持 されてい

る1}"-t)。しか し,免 疫動物細胞の抗菌力を脱 明するに足

る物質的 背景 と,そ の動的過程については,実 験技 術上

の理由から,結 論 を得 るのが極めて困難な研究 分野 とな

つている。

免疫 動物細 胞か ら分離iされる物質が,invitroで 抗結

核菌性 を発揮す るとい う事実のみでは,そ れが防御 の本

態 と直接 結びつ くには不十分である し,ま た逆 に,こ れ

を動的 に与 えて防御力を賦与 しなかつた として も,こ の

実 験条 件の単純 さを考慮す るならば,か ならず しも否 定

的な結論 を出しえない4㌔

この困難 さにも拘 らず,著 者らがあえて この分野 と取

り組むに至つた理 由は次の ごとくである◎最 近 の 形 態

学,細 胞化学的研究に よつて,食 細胞中には 多種 の水解

酵素を もつ分化された穎粒(1ysos◎me)が あ り,食 菌現

象の過程 と連関 して,そ の内容が菌を取 り込 んだ空胞 中

に放出され る事実がみられた4㌔ 著 老s}は この現象 を示

唆 する一つの観察 として,惑 染 マウス肺 よ り機械的に分

離 した緒核 菌の萬体麦面に,宿 詑由来 のacidph◎spha・

taSCの 結合 してい る所見 を報告 した"

菌 と食細胞 との交 渉を,菌 と細胞顧 粒 との関係で検討

す るべ き理 由が ここにあ るが,殊 に細胞 内寄 生細菌 とし

て この中に長 期存在する結核菌に おい ては,上 述の関係

は一層密接 であ ろ う¢ すなわち,一 方て は,菌 の発 育を

支持す る物質 の供与 体 としての細胞顎粒 を考える ことも

で きるしe,,他 方、 抗菌 物質の所在す る場 として,そ れ

を検討す る必要 もあ ろ う7㌔ この よ うな立場 で,著 者ら

は,BCG再 接種 によつて腫 大 したモ ルモPtト の肺 よ り,

穎粒分画 を取 り出し,こ れ よりZeya・Spitznagels,の 方

法で抗結核菌物質 を分離 したので報告 する,

実験 材料と方法

1)細 胞穎粒 の分離:体 重400gf::.iEI..の白色 雑系モル

モ ット雄 を,㏄Gワ クチ ン5mgを 用い て 大麗部筋肉

内に免疫接種 し,更 に3週 後.そ の1rngを 静脈内に再

接種 した。1週 後殺 してその10匹 分 の肺187.5g)を 実

験に供 した。 正常 モルモ ッ トの肺の重 ■ が3～49て あ

るか ら,こ の肺は2～3倍 に腫 大 した ことにな るり この1

Table 1. Separation of Antibacterial Components by Acid-Extraction 

   Alcohol-Precipitation from Sequential Centrifugal Sediments of a 

             Homogenate of BCG-Revaccinated Guinea Pigs

and 20% 

Lung

Centrifugal 

 to obtain

1, 000 

3, 900 

8, 400 

15, 000 

25, 000

force (g) 
sediment

(Discard) 
 (Fr!) 

 (FrII) 

 (FrIII) 

(FrIV)

Acid phosphatase 
 activity  • of 

sediment before 
 acid-extraction

 1.  58 

 1.66 

 4.62 

 4.22

Antibacterial components

  Yield as 
 protein*. (mg)

 9.86 

 4.84 

 9.99 

 5.65

Bactericidal

Protein" concen-

tration used for 
  test  (pg/m1)

 activity*"

 

k Viable counts
bacilli  exposed  to  e-ch   component)

 Brurella  abortus 

  (4 hr  exposure

 per mg

117 

80 

58 

22

 4  x  106 

 3  x  102 

23 x 102 

59 x 102

 My,  obarterium 
 tubtrculosis  H,Rv 

 (7 hr exposure)

Buffer control

 2x105 

 <1)(102 

 <1x102 

 clx102

 31x107  13x105

   pM p-nitrophenol released from p-nitrophenyl phosphate by mg protein at pH  3 .5,  40C for 30  minutes . 
 ** Tyrosine estimation by Folin test . 

 *** Bactericidal test was conducted in  0 .01M acetate buffer of pH  5 .0, in which the bacilli were suspended in 

   the density of  0.1 mg per ml and exposed to the components in the indicated protein concentration
.
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材料 を,CaC12を3,3mM含 むO・35Mの 薦

糖溶 液110mlを 媒 液 と し,0℃ に お い て

Waringblenderを 用 い て 高 速20分 間 ホ モ ジ

ナイ ズ した 。 更 にCaC12を3.OmM含 むO,25

M薫 糖 溶 液440mlを 加 え,ガ ー ゼ 濾 過 を 行 な

つ たe濾 液 を3,000rpm,20分 間遠 沈 し,沈 殿

をす て て上 清 を得 た 。 これ 以 後,冷 凍 遠 心機 を

使 用 して,3、9009,8、400g,15。OOOg,25,000

9で の20分 間 の 分 別遠 沈 に よつ て4種 の 沈 渣

を得 た。 そ れ ぞ れ 、MgClasmMを 含 む0,25

M薦 糖 溶 液100mlで 遠 沈 洗源 しt洗 漁 沈 渣 は

20mlの 同液 に再 浮 遊 し,こ れ ら の 酸 性phos・

phatase活 性 を測 定 し て,lysosome含 有 量 の

一 つ の指 標 と した。

2)抗 菌性 分画 の 分離:各 沈 渣 浮 遊 液 は,こ

れ にO.2Nの 硫 酸180mlを 加 え,4℃ で40

分抽 出後,21,0eOg20分 間 の 遠 沈 で 上 清 を得

Fig,1、FmctionationofFrlV`2.82鵬 ぽa8Pr◎tei織)by

Ge1-FiltrationonSephadexG-150CoIu凧n(2.5x30crr雛)

withRespectωBactericidalActivity
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Tab1e1,

た,こ の上 清 に 絶 対 ア ル コー ル を20%に 加 え て 一4。C

で3時 間 放 置 して沈 殿 発 生 を待 つ た。 これ を3,000rpm

20分 間 の遠 沈 に よつ て 集 め,20mt前 後 の蒸 留 水 に とか

し,蒸 留 水 に 対 して透 析 して製 品 と した。 出発 材 料 と な

つた4種 の遠 沈 沈 渣 の 順 序 に した が つ て,そ の 製 品 を

FrI,Frll,Frlll,FrlVと 呼 ぶ こ とに す る。

3)Acidphosphatase活 性 の測 定:酸 抽 出 前 の 各 遠

沈沈 渣 の 僅少 部 分 を と り,表 面 活 性 剤TritonX。100を

O.1%に,MgCI2を5mMに 含 むO.25M薦 糖 溶 液 に

再 浮遊 し,4℃ に30分 放 置 後,21,000920分 遠 沈 して そ

の上 清を 得 た。 これ につ い てFolin法ls)に よつ て蛋 白

量 を 測定 し(チPtジ ン推 定 量),ま たO.5%p-nitrephenyl

PhosPhateを 基 質 とす るacidphosphatase活 性 を 測 定

した。 すな わ ちO.lM酢 酸 緩 衝 液(pH3.5)をO.8mt,

試料O.1ml,基 質O.1ml,EDTA100μMをO.1ml

混 じ て反 応 系 とし,40℃30分 間 イ ンキ ュベ イ トした の

Table2。pH-andTempera加re-Dependent

BactericidalActivityofFrIVonル 砂ω δ4ご・

彦87伽 獅t幼erculesis(H37Rv)

頭 櫨 譜 報講1鑑藷器 憂)
4.137℃<1×102 23×105

5、037℃26×102 41×105

31迭**il認3

5・637℃{ 65×102 43×105

6.537℃ ・67×105 9×106

7.437℃15×106 t11×106
ヨ

。Thebacmiweres鵬Peadedlnthebu∬erinthedengity

o重0.1mgbac田iper瓢Jaadincubatedat37℃for3

hours、with◎rwithoutthesa揃Ple,

韓Inthepresenceofa1=10dilutedbovi聡eger籍 伽 .

ち,0.5%NaOHを2ml加 え て反 応 を 止 め,遊 離P-

nitrophenylを 発 色せ しめ,こ れ を420mμ で比 色 定 ■

し た。 ゼP時 間 にNaOHを 加 え た もの を ブ ラ ンク とし

た 。 試 料 蛋 白mg当 りの遊 離 μMP-nitropheR◎1を も

つ て活 性 と した 。

4)抗 菌 力試 験;原 則 と して 被 検 試 料1.8ml,1M酢

酸緩 衝 液pH5.0を0.1ml,1mg/mlの 菌 液O.2mt

を 加 え,37℃ に一 定 時 間 放 置 した 。 次 に,こ の 混 合液

を連 続10倍 希釈 して,そ の 各 希 釈 液 をO.1mlず つ 小 川

Fig.2.Time-CourseObsαvationofMycobacterレ

cidalEffectofFrIVinO.01MAcetateB疑ffer

EnvironmentatTwoDiffere厩t
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鶏卵培地 に接 種 し,3～4週 後の集落発生数 を 対照緩衝

液 での場 合 と比較 して。生菌数の減少をみた。生菌数は

1mg当 りの数で表現 した。 被検菌株 として,一 般 に ソ

ー トン合成培地上2～3週 発育のHs7Rv株 ,H87Ra株

を使用 し,そ の蒸留水菌液を実験 に供 したが,時 に トリ

プ トソイ寒天培地(栄 研)発 育 のBrucellaabortusを

用いて予備的観察を試み た。

5)ゲ ル濾過,あ るいは有機溶媒 による抗菌因子 の分

画:成 績の項で述べ る。

成 績

1)各 遠沈分画から得た酸抽 出,ア ル

:mル 沈殿サ ンプル の 抗菌性:Table1

に示 した ように,addphosphata8e活 性

か ら み る と,Frlll,FrlVがFrl,Frll

よ りも3倍 前後高 く,こ こに1ysosome

の含有率の高い ことが分か る◎ また抗菌

力はFrll,FrIIIお よびFrlVが 極めて

強い殺菌力を もつ のに比ぺ ると,Frlは

は るかに弱 く,抗 菌 物質 の分離精艘のた

め には,少 な くとも3,900gの 分画は対

象 として不適当である ことが 示 唆 さ れ

た。殺菌力試験 に 用 い た サ ンプルの量

(蛋 白量 として)が そ ろわず,ま た 多 す

ぎたため,Frll,III,IVの 間での殺菌力

の差が表現で きなかつたが,一 定操作で

得 られ る細胞穎粒画分か ら,こ の ような

強 い殺菌力を もつ物質の分離 され ること

は注 目に値す る。 なお殺菌力試験に当た

つ ては,試 料は100℃5分 加熱滅菌 して

使用 してい るので,こ こでは耐熱性の因

子 を 扱 つ て い る こ とに な る。

2)SephadexG-150の カ ラム を 用 い た ゲ ル濾 過 に よ

るFrlVの 分 画:FrlVの 一一・ZZ(2・80mg蛋 白 量)を

2.5×30cmのSephad¢xG-150の カ ラ ム にか け,蒸 留

水 に よつ て 溶 出 し,溶 出 液 は5mlず つ 採 取 した 。 そ れ

ら に つ い て蛋 白 量 を 測 定 し,Fig・1に 示 した 曲 線 を 得 た

が,図 の よ うに 分 子 ■ の 高 い 方 か らa,b,cの3画 分に

わ げ,そ れ ぞ れ の 混 合 液 の 殺 菌 力 をBrucellaabOrtus

FiI多3,FurtherFra¢ti◎ 籍議tion《 》fFrIVby

A¢ α ◎n¢a纏dEthylEther

FrlV17鶏1

(3.14鶏8a8pro重ei纏)
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Table3・MycobactericidalActivityofVariousSubfractioftsofFrlV(Fig.3)

Sample(Designatedalphabetical1y董nF玉9。3)

9()%Acetone-
insoluble

Water-・insoluble(A)

{Watα 一soluble(B)

撫 贈 一儲 £t㎞
1翫 灘1劉1
Supernatant(F)

0.01MacetatebufferofpH5。0

0.01MphosphatebufferofpH7.4

ycobactericidalactivityat

一 里LpHF
oli箆va1讐e

(OD700鵬 μ)
VaiblecountspH

per㎎bacilli。

O、18**

{
O.15

0.15

5.0

5.0

7.4

6×106

14×106

28×10●

1:纒

{
0.04

0.04

{
O.142

0.142

0
ね

5

{U

{り

4

5

ε

7
…

0

4

サ

リ

5

7
σ

16×10●

17×10●

<1×102

28×108

5×108

28×106

AU

《U

5.0

7.4

14×106

21×10G

事H・7Rv甜spensi・n・fe ・1ngbacillipermtwasexp。sedt・eachsample。 まi且di¢atedF・1i登va1"eat37℃f。r4

ho雛r8.

韓40μgproteiaper組Zbytyro8i箆eesti工 轟atio駆 .
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Fig.4.FurtherFractionationofFrlllbyEthylEther

Treatmenta潟dGeトFiltrationonSeph爲dexG-50column
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¢o秘 簸tgper㎎treatedbacilli.

を用いて検討 した◎分子量の高い分画の方が効果 はよ り

強 い傾向があるが,殺 菌力はいずれの部 分にもみ られ,

この方法 は殺菌因子の精製には不適 当 とみ られた◎

3)抗 菌力の活性条件について:FrlVと 結核菌 とを

用いて,殺 菌力の発現条件を検討 した◎Table2はpH,

温度,な らびに牛血 清蛋白共存の影響 をみ たものであ る

が,殺 菌力は酸性環境 においてのみ認め

られ,ま た4℃ での暴露では効果は全 く

なかつた。10倍 希釈牛血清 の 環境 にお

いては,pH5,0に おいて も効果 は 全 く

な か つ たoFig.2は 、58μ91m∫ と5,8

Ptglmlに 暴露 された菌 液の生 菌数減少を

経時的にみた ものであ るが,濃 度が低い

場合に も接触時 間が長 くなれば効果は顕

著であつて,5。8μ9/m'で22時 間後,

生 菌数は1/10,CK)O以 下におちた。

4)ア セ トンならびにエチルエーテル

によるFrlVの 分画:FrlV17ml(蛋 白

量 として3.14mg)に9倍 量のアセ トン

153mlを 加え,30分 後3,000rpmで10

分遠沈 して沈渣 と上 清を得る。上清 を減

圧濃縮 してアセ トンを除 き,6,000rprn

15分 の遠沈 によつ て,更 に沈渣 と 上清

とを得る。沈 渣は乾燥後工 一テル抽出を

行ない,抽 出液はエ ーテルを とばす と1

mgの 物質を得た。 これは10mlの 蒸 留

水に懸濁 した。エ ーテル抽 出残渣 は5ml

の水に浮遊 させ,3,000rpm10分 の遠沈

によつ て上清 と沈 渣に分け た。 この時の沈渣は

5mlの 水に再浮遊 させ た。他方,初 め の アセ

トン抽出残渣 は,乾 燥後工 一テル抽出を行なつ

たが,抽 出され うるものは僅少であつた。 エー

テル抽 出残渣 は3mlの 水に再浮遊 して3,000

叩m10分 遠沈 し,上 清 と沈渣 とに分け,沈 渣

は5mlの 蒸留水に懸濁 した。以上 はFig.3に

総括 した。各分画について殺 菌力 を検討 した成

績はTable3に 示 した。 出発材料の もつ性質,

すなわち酸性 においてのみ有効 な物質は,90%

アセ トンに可溶 な部 分の うち,ア セ トンを とば

したのちも沈殿 しない分画にみられた。 蛋白量

として25Pt91mlの 濃 度で作用せ しめた。 この

際,沈 殿 した部分か らとつたエーテル可溶成 分

は,1mg/mlの 高濃度(蛋 白量 としては8μgl

mり において,酸 性のみならず,中 性 におい て

も強い殺菌力を示 し,前 者 とは性質の異 なるも

の に考え られた。

5)エ チルエーテル処理,ゲ ル濾過を用いた

FrllIの 分画:Fig.4に 示 した よ うに,Frlll

22ml(蛋 白量 として5.28mg)を エ ーテル20mlと ふ

り,エ ーテル層,中 間層,水 相 とに分けた。 水相 と中間

層は再 度工一テル処理 し,そ のエ ーテル層は前回のもの

と合 してか ら水10mlで 洗源 し,洗 液は捨 て た。 エー

テル層は乾澗 して8mgの 物質 を得た。水相 ・中間層 は

10,000rpm10分 遠沈す ると,中 間層は沈渣 とな り,上
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清を分離 した。 これを濃縮後SephadexG-・50の カラム

(1・5×27cm)に かけ,O.OlMの 酢 酸綬衝 液pH5,0を

用い て1時 閥15ratの 速度で ゲル濾 過 し,溶 出液を3

mlず つ分取 した。 これ らについて,蛋 白量 とH87Ra株

に対す る殺菌力を検査 した。成績はFig,5に 示 した◎

得 られた2つ の蛋白 ピークの うち,高 分子の方の溶出液

に極めて顕 宮な殺菌力を検出 し,pH5,0に お いて4時

間接触後 に生菌数 を1/10,000以 下にお とした。 この と

きの蛋 白量は8μ9/mlに 相当す る。

噸 察

本研究で用い た酸抽出 ・アル コール沈殿法 は,か つて

Zeya・SPit翻agePが,家 兎の多形核白赤球 の1ysosome

分画 から,抗 菌性因子を塩基性蛋 白 として分離 するの に

用 いた方法 であ る。 この手段は少な くとも,こ こで綴告

したよ うに,BCG再 接種に よつて肉芽腫 を多発 し た モ

ルモ ヅ トの肺 に適用 して成功 した といえよ う。 しか し,

私 共の得 た物質が,蛋 白■を指標 として分離 され たもの

の,か な りの量の脂質を含む ことが明白で,こ れ につ い

ては現在別途研究中であ る。 こうした意味 では,本 物 質

はむ しろYoumansg)iO}が,BCG接 種 モルモ ットの全肺

ホモジネイ トか ら得た物質(Mycosuppressin)と 似 てお

り,こ の もの も50～90%の アセFン に可溶,エ ーテル・

水 に可溶,熱 に安定であつた。殺菌 効果 を発揮 するに当

たつて,脂 質部分,蛋 白部分が どの ような役割 を もつ て

い るかは今後の課題であろ う。 また酸抽 出 ・アル コール

沈殿 法が常 に成功す るわげでな く,著 者らが この方法で

感染マ ウス脾 よ り分離 した ものは,抗 菌 力のなかつたこ

とを。 ここで追 加する必要があ るll)。更にまた,こ の方

法に よる標 品は,acidphosphataseお よ びCathepsin

の活性を もたない点 で,次 に報告す るような表面活性 剤

を用いての抽出物 と異 なつてお り,注 目に値す る。

著者らの物質が,結 核菌のみ ならずBrucellaabOrtus

に有効である ことは,こ の物質がBCG接 種動 物から分

離 された とい う事実 にも拘 らず,免 疫学的特異性を もた

結 核 第44巻 第7号

ない ことを意味 している。 しか し,こ の ものが 正常 動物

か らも分離で きるか,あ るいは存在す るとすれば 最終的

な差異があ るか とい う点 については,現 在実験計画 中で

あ る。

ここで綴告 した実験条桝 においては,細 胞頼粒の 由来

す る細胞の種顛を推定す る ことはで きfLL・が・ly」。s。me

を含有す る細胞分画か ら,酸 性 環境におい てのみ殺 菌力

を もつ物質の得られ た ことに注 目して今後の研究 を発展

させ,ま たHirschi2)が 多形核白臨球の 細胞顧粒 から分

離 した抗 菌物質 との関係に ついて も機討 したい¢

本研究喫 施に当たつ ては,Fl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。 また本胎文の要 旨は第44回 日本結核病掌 会で発

表 した.
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