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   A huge-molecular mycobactericidal fraction associated with cathepsin and acid phosphatase 

activities was separated from detergent-extract of the lung granular fraction of BCG-revaccinated 

guinea pigs by gel-filtration on Sepharose 2 B column (Fig. 1, Fig. 2, Table  1). The mycobac-

tericidal activity was heat-stable at  100°C and pH  5.  6 for 10 minutes, but the enzymatic 

activities were lost. Further fractionation was conducted using organic solvents (Fig. 3, 4), 

and the mycobactericidal moiety was obtained as 90% acetone-soluble and ether-insoluble 

components of still high molecular weight. The components were free from the enzymatic acti-

vities. Separation of such mycobactericidal components was also successful from the extract 

prepared by freezing and thawing, but this fraction was negative in cathepsin activity unlike 

the preparation by the detergent. 

   A discussion was made that the mycobactericidal principle might exist in the membrane 

structure associated with lysosomal hydrolases, but as a factor distinct from them.

私達の 前報告1》においては,BCG再 接種を受けたモ

ルモットの肺 より,lys◎s◎meを 含む細胞穎粒分画を分

離 し,そ の酸抽出,20%ア ル コール沈殿物質 に殺菌効

果を認めた。また一 方 で は,私 達はマウスの感染組織

(肺,脾)の 穎粒画分をTritonX-100で 抽 出し,そ の

抽出液をゲル濾過 して,acidphosphatase活 性 とCa・

thepsin活 性 を伴つた大分子の蛋白画分を得,こ のもの

の抗菌力についても報告 してきた2》一"7,。そ こで以上の経

験をふまえて,BCG再 接種モルモットの肺を材料 と し

て,TritonX-100に よる抽出とゲル濾過法を利用する

抗菌因子の分離を試みた。その成績をここに報告する。

実験材料と方法

前報告茎)の実験と同一条件のBCG再 接種モルモット

を使用 した。組織分画法も前報告と変 りないが,そ こで

の経験を考慮して,今 回は3,9009×20分 の遠沈による

沈渣は捨て,そ の上清の25,0009×20分 遠沈沈渣を も

って,対 象細胞穎粒分画とした。 この分画からの抽出に

* From Department of Tuberculosis, National Institute of Health, Kamiosaki, Shinagawa-ku, Tokyo 141 
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当たつては,TritonX-100に よる方法と,そ れに対す

る一つの対照として,音 波処理,凍 結融解による場合を

も検討した。ゲル濾過による分画 法 は,Sepharose2B

あ るい はSephadexG・ ・150の カ ラ ム を

使 用 した。 殺 菌 効 力 試 験 は 前 報告1}の 通

り であ るo蛋 白 量 の 測 定 はFolin法 のに

よ るOD700mμ 、 あ る い は チ"ジ ン推

定 量 に換 算 した。 酸 性phosphataSC活

性 の 測 定 も前 掘 告 η の 通 りで あ り,遊 離

したP-nitropbenolに よ るOD420mμ

を もつ て表 現 した。Cathepsin活 性 の測

定 は,10mg/mlの 変 性 ヘ モ グ ロビ ン溶

液(pH3.19)のO,4mil:,溶 出液e.2

mlを 加 え肇40℃,90分 間 放 置 後,5%

三 塩 酢tWO.6mlを 加 え て 反 応 を 停 止 し,

そ の遠 沈 と清O.5mlを と つ て,Felin

法 で 蛋 白分 解 物 の髭(OD700mμ)を 測

定 した 。

戊 績

1)Sepharose2Bに よるゲル濾過:

BCG再 接 種モルモット12匹 より得 た

100gの 肺 より,Fig.1に 示 した方法に

よつて得た頼粒画分抽出液を,Sephare●e

2Bの2.0×37cmの カ ラムにかけ,0.05

M酢 酸緩衝液(pH5.6)を 用 い てゲル

濾過した。1時 間20mlの 流 速 で溶出

し,溶 出液は5mlず つ採駁した。それ

らの蛋白量(Folin法 に よるOD700皿 μ),

酸性phesphatase活 性 およびCathepsin

活性 を測定して,Fig.2に 図示した溶出

diagramを 得た。最初の蛋白ピークと,

それに続 く低い水平な蛋白曲線は,2種

の水解酵素活性とよく連関 しているが,

第2の 蛋白ピークにおいては,そ のよう

な平行関係はみられず,酵 素の存在はそ

の蛋白部分のごく一部 をなす とみ られ

るcこ れら3つ の溶出部分は,そ れぞれ

図に示したようにFractionA,B,Cと

し,そ れらの溶出液をプールした
。Aと

Bと は乳白色を帯び,そ の分子量の巨大

さを考えれば,こ れらはTritonX-100

に よつて解体した膜構造の一部であ り
,

水解酵素はそこに付着した形で存在する

であろうことが推定される。

2)ア セ トンならびにエーテルによる

FractionAとBの 分 画:FrA15rnl

に アセ トン135mlを 加えて,ア セ トン

の終末濃度を90%に し縞 室温に30分 放置後3
,000

「pm・10分 遠沈 して上清と沈殿 とを得た
。上清から減圧

濃縮によつてアセ トンを除き,3・OOOrpm10分 で 遠 沈
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して 更 に上 清 と沈渣 に 分 け た。 この上 清 の うち4mlは

エ ー テ ル に よ る抽 出 操 作 を 受 け,ま た残 り8mlは4mlラ ムに か け,

Fig.3,FurtherFractionationofFrA(Fig.2)by

AcetoneandEthylEther
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たo溶 出液は4mlず つ採取し

た。その蛋 白量 に よ る溶 出

diagramがFig.4で ある。・一

方アセ トン処瑚による沈殿は,
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一度90%ア セ トンで洗源 し,

乾澗してからエーテル抽出を行

なつたoFrBは 単に90%ア セ

トンによる可溶部分と不溶部分

とに分けた。以上のごとくして

得られた各資料は,そ れぞれそ

のままの形で,あ るいは酢酸緩

衝液に再浮遊し,Folin値 をき

めてから殺菌力試験に供 した。

成績はTable1に 示 した。要

約すれば,殺 菌効果はFrAと

Bと にあり,し かも90%ア セ

トン可溶部分に移 り,こ れ を

SephadexG-150の カ ヲムにか

けると,分 子■の高い方の蛋白

に強い活性がみられた。これの

殺菌力はエーテル抽出を受けた

のちも不変であつた。また,こ

れらの製品はすべて100℃5分

加熱後に使用した こ と,そ し

Table1。 MycobactericidalActivityofVariousS犠bfractionsDerivedfromDetergent-Extracted

LysosomalComponentsofBCG-RevaccinatedGuineaPigLungs

Sample 【
Mycobactericidalact三v蕊tプ
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て,有 機溶媒による処置によつて,FrA,Bの もつ2つ

の酵素活性はほ とんど消失したことが注目された。

3)機 械的方法による抗菌物質の抽出:BCG再 接 種

モルモットの肺1109よ りFig.1の 方法で得た洗淋細

胞穎粒分画を3等 分し,その1つ は前回のごとくTriten

X-100に よつて抽出し,他 の1つ はMgC12を5mMに

含む0.25M薦 糖溶液40mlに うかべて音波処理し(20

キ ロサイクル,300mA,85Vに 調整した音波発生装置

で10分 処置),最 後の1つ はTween80を0.1%に 含

む同簾糖溶液40mlに うかべて凍結融解を10回 行なつ

た◎それぞれ25,0009×20分 の遠沈後,得 られた上清

を濃縮してSephadexG-150の カラム(34×2.5cm)に

かけ,0・05M酢 酸緩衝液(pH5.0)を 流 して溶出液を

5mlず つ採取 した。蛋白量と酵素活性を型のごと く測

定して,Fig.5に 示すDiagramを 得た。TritonX-100

抽出製品は,最 上段のごとく2つ の酵素活性を伴つた第

1の 蛋自ピークがみられ,こ れは一度下降 してから次に

第2のCathepsinの 大 きな山とほぼ位置 を 同じくする

第2の 蛋白ピークに続き,最 後に酵素活性の蛋白部分が

続いた。Sepharose2Bに よる分画のパターン(Fig.2)

でみ られたFracti◎nA,Bは,こ のSephadexG-150

の場合は合併して第1の 蛋白ピーク(FractionA)を 形

成 していると考えられるが,音 波処理の製品 に お い て

は,酸 性phosphataseの 山のみ存在して,こ の部分に

蛋白峯がみられなかつた。おそらく音波によつて解体 し

た膜の部分構造が再凝集し,遠 沈操作によつて除かれて

いた可能性 も推定され,こ の点を考 慮 して表面活性剤

Tween-80(1ysosomeを 破壊しない)を 媒質に加えた凍

結融解の場合は,酸 性ph◎sphataseの み を伴つた第1

の蛋白ピークは存在した。そして,こ の山は一度顕著に

下がることな く,そ のまま高 く水平な蛋白曲線 とな つ

た。 しか し,こ こにCathepsin活 性 のないことはTriton

X-100抽 出の場合 と大変異なる。一方,第2のCathepsin

活性の山は,い ずれの抽出標本においても存在 した◎図

紡 核 第44巻 第8号

Fig.5,Fractio論8tio蹄byGe1-Filtratio箆o灘Sephade翼
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中に示 したように,A,Bな る部分をそれぞれの抽出標

本についてプール し,そ れらの殺菌力につい て検 査 し

た。その結果,殺 菌力はTritonX-100抽 出品で はA

分画のみに存在 し,音 波処理の場合はいずれにもな く,

凍結融解抽出品の場合はA,Bい ずれにも検出された。

考 察

前報告1)で は1ysosomeを 含 む細胞穎粒画分の酸抽出

物より,20%ア ル コール沈殿物として酸性phosphatase

活性 やCathepsin活 性 をもたない抗菌物質を分離 した

が,本 報告では,そ のTritonX-100抽 出物をゲル濾過

して,そ れらの酵素活性を伴つた巨大分子の分西として

抗菌物質を得た。この物質は熱に安定であり,酸 性環箋

でのみ殺菌活性がある。また90%ア セ トン可溶の部分

に活性が移 り,そ の 活性はエーテル処置後も不変であ

る点で,2つ の方法による抽出物は共通点があ り,分 離

方法の違いに も拘らず,両 者が同一段菌因子をその中に

保有 している可能性は極めて強い。 またTritonX-100

抽 出 ・ゲル濾過法による分離物質が,脂 質を含む膜構造

の部分であることは,こ の表面活性剤のもつ性格 と,これ

までの報告9)10)から推定 される。 この点は今後脂質の分

析と電顕燥等から裏づけてゆきたい。 また抗菌因子が膜

構造をなす脂質あるいは蛋白であるか,そ れ とも膜に付

着 してはいるが,そ こから生理的に遊離 しうる水解酵素

とは別種の蛋白であるかという問題がある。マウスの脾

における私達の経験塒は後者の可能性を支持 しているの

で・モルモットの肺の場合についても更に検討 したい。
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また細胞穎粒画分からの抽出に当たつて,TritonX-

100に よる抽出物は,収 量(蛋 白量として)が6.2mg

であ り,音 波,凍 結融解による収量12.4mg,12.Omg

の半量であつたが,蛋 白当りの酸性phesphataseの 活

性は逆に後者の2～3倍 強 く,1ysos◎meを 対象 として

考えると,TritonX400に よる抽出法は一番優れてお

り,し かもゲル濾過によつてその抗菌力は巨大な分子分

画に集中する点が,抗 菌性物質精製の第1段 階 として便

利である。 しかし凍結融解による抽出物からも抗菌物質

がとれるとい う事実は,TritonX-100に 特有な抗菌物

質でないことを支持している。

今後の問題点として,抗 菌因子の精製,性 状,殺 菌作

用の機序およびinviVOで の菌 との交渉等が考えられる

が,出発材料として,全 肺の代 りに肺胞内のmacrophage

を用いることが望ましいであろう。

本研究実施に当たつては,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 日本結核病学会で報
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告した。
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