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   Fifteen BCG-vaccinated guinea pigs were revaccinated by intravenous  injection of BCG. 
One week later the lungs were removed and collected to give 100 g as a starting material . The 
same amount of the lungs were also obtained from 25 normal guinea pigs. The pooled lungs 

were homogenized using  0.2 M  KC1 and differential centrifugation was made to obtain sediments 

at 1, 000 g, 5, 000 g, 25, 000 g and the supernatant. The 25, 000 g sediment was extracted with 

 0.2 M KC1 containing Triton X-100 in  0.1%. The extract was fractionated by gel-filtration 

on Sepharose 2 B column, and the eluates of the first protein peak associated with acid phosphatase 

activity and cathepsin activity was pooled and named as Fraction A. Fraction A was then 

added with 9 times as much as acetone and centrifuged to separate sediment (hydrophobic 

proteins) and the supernatant. The supernatant, from which acetone was removed by flash-

evaporator, was then shaken with chloroform-methanol (2 : 1) in a separatory funnel. The 

water layer was condensed and subjected to gel-filtration on Sephadex G-75 to separate proteins 

of small-molecular weight. On the other hand, the chloroform layer was separated and washed 

twice with 50% methanol containing KC1 in  0.5% and then it was evaporated to make a 

residue. The residue was dissolved into 5  ml of chloroform-methanol (2 : 1) and added with 

50 ml acetone to be left to stand at  4°C overnight. The resulting precipitate (phospholipid 

fraction) was separated and the supernatant was dried in vacuum to produce a residue. The 

residue was dissolved in 10  ml of methanol. This was extracted with heptane first in alkaline 

pH to get neutral fat fraction and then in acidic pH to obtain free fatty acid fraction. 
   Antimycobacterial activity of these separated components was examined by observing 

bactericidal effect in the environment of  0.05 M acetate buffer of pH  5.  6 and also bacteriostatic 

effect in semi-synthetic culture medium of pH  7.0. The results indicated that the 25, 000 g 

sediment from BCG-animals was the only cell fraction which was antimycobacterial in the 

given conditions. The corresponding cell fraction from the normal lungs was inactive. The

* From the Department of Tuberculosis , National Institute of Health, Kamiosaki, Shinagawa 
 -ku , Tokyo 141 Japan.
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same was true with Fraction A. However, when Fraction A was further fractionated into 5 

components as above, the free fatty acid fraction and the water-soluble proteins were highly 

active irrespective of their origin normal or BCG-stimulation. 

   On the other hand, thin layer chromatography revealed that Fraction A contained sphyngo-

myeline and cholesterol in a large amount. Basing upon these findings, discussion was made 

that Fraction A is membrane components originated from the lysosomal system, and that the 

antimycobacterial activity of BCG-animal Fraction A must be understood as a modified mem-

brane structure whose antimycobacterial components become exposed on the surface so that 

the bacilli can be in contact with them.

私たちは,BCGの 再接種を受けたモルモッ トの肺 よ

り細胞穎粒画分を分離 し,こ のもののTritonX-100に

よる抽出液をゲル濾過することによつて水解酵素活性を

伴つた複合体として抗結核菌物質を得た1》。 しかし,こ

れより有効因子が90%ア セ トン可溶成分として分離さ

れ,ま た一方,高 濃度尿素処理によつて複合体より遊離

してくる低分子蛋白分画にも,強 い抗菌力の存在するこ

とが分かつたとき2),こ の2つ の所見の矛盾しない解釈

が新たに要求された。

また90%ア セ トン可溶の抗菌因子が,本 来抗菌活性

を示さなかつた正常動物由来の複合体からも分離され,

他方,尿 素処理による低分子蛋白分画がBCG動 物の複

合体からのみ得られたことも2),問 題 が抽出物質の レペ

ルだけで単純に解決されるものでないことを示唆した。

この論文で報告する実験は,こ れら多様な所見につい

て,一 っの統一的解釈を与えるものであ り,そ して ま

た,抗 菌物質が生体膜由来のものであ り,そ の所在が膜

の全体的な構図の中で具体的に把握されるとき,抽 出物

の生物学的意味が正しく理解できることを論じた。

実験方法と材料

1)実 験動物=BCGlmgを もってまず皮下接種 し,

3週 後静脈内にBCGO.1mgを 再注射して,そ の1週

後に剖検して腫大した肺を摘 出 した。15匹 より100g

の材料を得た。他方,正 常モルモット25匹 より肺を集

.めて105gを 得た。

2)組 織分画法 これまでの報告1)"s)と本質的に変わ

るところはないが,0・25Mの 薦糖溶液に変えて,0.2M

KC1溶 液を媒質とし,ワ ー リングブレンダーを使用 して

7～8倍 のホモジネイトを調製 した。これより冷凍遠心機

を用いた分別遠沈によつて,1,000910分 に よる核分

画,5,000920分 に よるミトコンドリヤ分画,さ らに

25,000920分 によって酸性ボスハターゼ活 性 の 強 い

"lysosome -rich"分 画 をそれぞれ1回 洗浄
,沈 渣として

収獲した。.

3)FractionAの 分離:沈 渣としての細胞画分を,

TritonX-100を0.1%に 含 む0.2MKCIで 抽 出 し,

Sepharose2Bの カ ヲ ム(2.5×33cm)に か け,pH7・4

の β一・buffer(2-mercaptoethano1を 除 い た4,)で 溶 出 し

た 。 酸 性 ボ スハ タ ーゼ 活 性,カ テブ シ ン活 性 の ピー ク と

一 致 す る最 初 の 蛋 白 分 画 を プ ール してFractionAと し

た 。

4)FractionAの 分 析:プ ール され たFractionAに

9倍 ■ の ア セ トンを 加 え た。30分 室 温 に 放 匿 して か ら

軽 く遠 沈 して,上 清 と沈 渣 とに 分 け た。 上 清 か ら は ア セ

トンを 減 圧 蒸 留 して 除 く と,油 水 親 性 の 微 細 な 粒 子 の 懸

濁 液 が 得 られ る ので,こ の 濃 縮 液20mlに ク ロ ロホ ル ム

・メ タ ノー ル(2:1)混 合 液100mlを 加 え て ,分 液 漏

斗 中 で ク ロ ロホ ル ム 層 と水 層 とに 分 け,取 り出 した水 層

に は ク ロ ロホ ル ム ・メタ ノー ル(2:1)100mlを 加 え 同

様 に 処 置す る。2回 の操 作 で 得 られ た ク ロ ロホ ル ム層 は

合 して,0.5%にKCIを 含 む50%メ タ ノー ル40ml

で2回 洗 浄 した 。 ク ロ ロホ ル ム層 は 減 圧 蒸 留 で ク ロ ロホ

ル ムを とば し,そ の 残 渣 は ク ロ ロ ホル ム ・メ タ ノ ー ル

(2:1)液5mlに 溶 か し,50mlの ア セ ト ンを 加 え て

4℃ に1晩 放 置 した 。 析 出 した 沈 殿(燐 脂 質 分 画)を 遠

沈 して 集 め た 。 上 清 は 溶 媒 を とぱ した の ち10mlの 温 メ

タ ノ ール に 溶 か し,NllooNaOH(F=1.oo64)で 滴 定 し

て 中 和 後,さ らに 過 剰 のNaOHを 加 え て か ら,ヘ プ タ

ン10mlで2回 抽 出 した(中 性 脂 肪 分 画)。 抽 出 液 は メ

タ ノ ール で1度 洗 浄 し,そ の 洗 液 は は じめ の メ タ ノー ル

層 と合 し,1NHCIで 酸 性 に 変 え て,こ れ を ヘ プ タ ンで

抽 出 した(脂 肪 酸 分 画)。 各 分 画 と も溶 媒 を 除 去 し,乾

燥 して 標 品 と した 。

また,は じめ の90%ア セ トン可溶 部 分 を クPロ ホ ル

ム ・メ タ ノー ル(2:1)で 振 盟 した さ い,分 液 漏 斗 中 の

水 相 は 蛋 白 反 応陽 性 で あ る。 これ を濾 別 してFlasheva・

poratorで 濃 縮 し,同 時 に残 存 す る ク ロ ロホ ル ム と メタ

ノー ル を とば して か ら0・05M酢 酸 緩 衝 液(pH5.6)に

1晩 透 析 した 。 内容 液 をSephadexG。75の カ ラ ムに か

け,上 述 の緩 衝 液 を 用 い て ゲル 濾 過 す る と,小 分 子 量 の

蛋 白 分画 を得 た 。 他 方 ・ は じめ の90%ア セ ト ン沈 殿 物
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は,き わめて疎水性の水不溶性蛋白であつて,Sodium

dodecylsulfate(SDS),あ るいは尿素で・・・…s部可溶 化 で

き,ゲ ル濾過で分画が可能であるが,抗 菌力と関係のあ

る分画はでてこなかつたので,そ の詳細は省略する。

5)薄 層クロマ トグラフィーによる脂質の分析:燐 脂

質および中性脂肪の薄層クロマ トグラフィーには,シ リ

カゲルG(Merck)を 使用し,燐 脂質には試料100mcg

をスポットしクロロホルム ・メタノール ・水(65:25:

4)を,中 性脂肪のためには試料200mcg使 用 して石油

エーテル ・エーテル ・酢酸(80:3011)を 展開溶媒とし

た。

6)抗 菌力試験:a)殺 菌 力試験0.05Mの 酢酸緩

衝液(pH5・6)1・8mlに 被検サンフ'ルの一一定■を溶か

し,あ るいは懸濁 し,100℃5分 で滅菌した。 これ に

H37Rv株 の ソー トン培養菌膜よ り調製 した1mg1ml

精製水菌液0・2mlを 加え,4時 間,あ るいは1昼 夜イ

ンキュベイ トしてから,そ の連続10倍 希釈系列をそれ

ぞれO.1mlず つ小川培地に接種した。発生集落数を対

照緩衝液浮遊液のそれと比較して殺菌効果とした。b)

静菌力試験一D'ArcyHartの 半合成培地(pH7.0)5)

を0.4ml小 試験管に分注し,こ れに殺菌力試験に用い

た被検サンプル溶液,あ るいは懸濁液を0.1ml加 え,

さらにo.1mg/mlの 菌液をo.1ml加 えた。370cで2

週間インキュペイ トし,そ の発育を観察記録 した。一般

に被検物質が水溶性でない場合は,テ フロンホモジナイ

ザーで均等な懸濁液として用いた。使用濃度はFolin反

応によるチロジン推定量によつたが,脂 質の場合は,重

■ またはOD420mμ に よる比濁によつて表示 した。

輿 験 成 績

組織の遠沈沈渣分画を再浮遊 して行なった抗菌テス ト

成績をTable1に 示 した。ここで用いた実験条件に関

するかぎり,殺 菌効果も,静 菌効果も,BCG動 物 の

25,000g沈 渣 に集中していた。40mcglmlの 蛋白■,

pH5・6の 酢酸緩衝液環境,4時 間の暴露時間に よっ て

生菌数を11100以 下におとし,ま た8mcg/mlの 濃度

でD'ArcyHart培 地に含まれるとき,菌 の肉眼的発育

を全く許さなかった。正常動物由来の相当分画には,こ

うした効果は全く認められなかつた。Table2は25,000

g沈 渣 より得たFractionAな らびにその構成成分の抗

菌力を示 したものである。BCG動 物 由来のFractionA

は殺 菌効果,静 菌効果ともに発揮 し,正 常動 物 由来 の

FractionAは 同一条件で効果は全 くなかつた。 この点

で,FractionAは25,000g沈 渣 の抗菌力をそのまま表

現しているとみてよかろう。

しか しそれぞれのFractionAの 構成成分を個別的に

調べてみると,脂 肪酸分画 と水溶性蛋白分画に強い殺菌

力,静 菌力とが認められ,し かも,こ うした分離標本に

関するかぎり,正 常動物由来のものも全く同様に有効で

あつた。水溶性蛋 白分画は これをSephadexG-75の

カラムにかけてゲル濾過 し,そ の溶出液をそのまま殺菌

力試験に用いて,殺 菌力が蛋白ピークとほぼ一致するこ

とを認めた(Fig.)。 しか し,詳 細にみるならば,こ の

蛋白分画は殺菌力に関 していまだ均一な分子の集 りとは
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い えな い で あ ろ う。 いず れ にせ よ,そ の 蛋 白 質 は,分 子

量13,000よ り も っ と小 さ く,お そ ら く4,000前 後 の も

の と推 定 して い る が,今 後 標 本 の 収 量 を あげ て検 討 の予

定 であ る。

またFractionAの 脂 質 に つ い て 行 な つ た薄 層 ク ロマ

トグ ラ フ ィー の結 果 は,発 色 剤 モ リブ デ ン酸 ア ンモ ンに

よ っ て,燐 脂 質 はmainの2コ の ス ポ ッ トが得 られ,こ

れ らは ニ ン ヒ ド リン,Dragendorff試 薬 お よび 過 ヨ ー ド

酸 一Schiffの 試 薬 に と もに 陽 性 で ボ ス ホ リル コ リ ンを 含

む こ とが 同定 され た。Rf値0.22の ス ポ ッ トは,同 時

に 展 開 した ス フ ィ ン ゴ ミエ リン(Sigma製,牛 の 脳 か

れるが,

なつていた。すなわち燐脂質重量を1と したとき,BCG

動物では脂肪酸0.53,中 性脂肪0・40,正 常では脂肪酸

0・41,中 性脂肪0.66で あ り,こ とに正常動物のコレス

テロール含量がBCG動 物由来の膜に比して多いことが

注 目される。このことはBCG再 接 種を受けた動物のラ

イソゾームの膜構造に変化の起こっていることを推察さ

せる。

ら)と 等しく,Rf値0.33は レシチンと等し

かつた。試料200mcgを 用いたときには,リ

ゾレシチン(標 準,Sigma製)の 位置にも小さ

なスポットを得た。カルジオ リピンの箇所には

ごくわずかの発色がみられたのみであつた。中

性脂肪は,50%硫 酸 の発色でRf値0.54の1

スポットが得られた。標準 コレステ ロ ール は

0・51で,Rf値 に少 しの差はあったが,Zlatkis

試 薬(Kiliani反 応)に よって,標 準 と同じ速

さで赤色を示すので,コ レステロールと推定し

ている。

以上の燐脂質および中性脂肪はBCG再 接種

または正常動物FractionAの いずれにもmain

の存在であることを証明 し,FractionAは こ

れらの脂質によつて膜構造をなしていると思わ

その組成の比率は,BCGと 正常動物で多少異

考 察

BCG動 物 由来のFractionAに 抗結核菌性が認め ら
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れ,正常動物由来のFractionAに はそれが検出できなか

った点は,前 報告2)の 成績を確認するものである。 しか

し,本 報告の新知見として,FractionAが レシチン,ス

フィンゴミエリン,コ レステロールを多量に含有し,ま

たカルジオリピンがほとんど抽出されてこな い 点 は,

FractionAが"lysosomalsystem"eこ 由来する膜成分

であることを示している。おそらくTritonX-100に よ

って"disaggregate"し た膜の構成成分がSepharoseで

の ゲル濾過のさいにTritonか ら離れることに よつ て

・・Reaggregate"し てFractionAと して分取されるので

あろう。

ところが正常動物由来のFractionAは 抗菌性を発揮

しなかつた事実にもかかわらず,そ こから分離された脂

肪酸分画と水溶性蛋白分画は,BCG動 物由来のそれ と

同じく,殺 菌作用,静 菌作用を示 した。 こ の こ とは

FractionAの 抗菌性が単に抽出された物質の レベ ルか

らだけでは説明されず,そ のものの所在が,膜 の全体的

な構図の中で認識され,そ れによつて菌との接触の可能

性が考慮されてはじめて理解されるであろう。た とえば

前報告2)でBCG動 物のFractionAか らのみ尿素処理

によつて抗菌性の水溶性低分子分画の遊離してくること

を報告したが,こ のことは正常動物には存在 しないもの

がBCG動 物にあることを意味するのでなく,BCG動 物

由来の"lysosomalsystem"の 膜 構造が,尿 素処理によ

ってそうした蛋白分画を離しやすい状態にあると考える

べきであろう。 具体的にい うならば,BCG再 接種によ

る菌の直接的作用,あ るいはア レルギー反応 を 介 した

間接的作用によつて,お そ ら く食 細 胞 の"1ysosomal

system"の 膜構造が修飾され,そ の結果,菌 と接触する

面に抗菌物質の露出する可能性が生ずるのではなかろう

か。

Brown6),D'ArcyHart7)ら はマクロハージの食菌空

胞中の抗酸菌の態度を観察し,む しろlysosomeと の交

渉の多い場合に菌の増殖が強いことを報告 し,そ の あ

と,そ の同じ研究グループ5)が,ラ ッテ肝の分離ライソ

ゾームの90%ア ル コール分画に抗結核菌のあることを

認めて,こ れを一つの"Paradox"と して報告 している。

この"Paradox"は 抗菌性の本態をライソゾームに含ま

れ,そ こから食菌空胞に放出される物質に求めないで,

その修飾された膜構造と菌との直接的な接触に求めるこ

とによって説明可能となるのではなかろうか。 しかし,

こうした立場での形態学的研究は,実 験上の困難さもあ

つてか現在まだ見当たらない。

私たちはこれまで感染マウスの脾において も,Frac一
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tionAを 分離し,こ れを酸性環境,37℃ で インキュベ

イトすること,あ るいはエーテル処理,ま たあるいは尿

素処理によつて,低 分∫の水溶性蛋白を離 し,こ のもの

の抗菌性を証明してきたが8》,こ れ もその分f量 からみ

てモルモット肺から得たものと同種のもので あ ろ う。

FractionAの 抗菌力が,こ の種の蛋白質によるものか,

脂肪酸によるものか,あ るいは双方とも関 ケするかは今

後の問題である。

紹 括

BCG再 接種によつて腫大したモルモットの肺 よ り,

"1ysosomal"分 画 を集め
,こ のもののTritonX-100抽

出液をSepharose2Bの カラムでゲル濾過 して,水 解酵

素活性をもつ巨大分子分画を得た。この物質は結核菌に

対 して,酸 性緩衝液環境で殺菌力,中 性培地で静菌力を

示 したが,正 常動物由来のそれは抗菌力はなかつた。 し

か し,こ の複合体をさらに分画して,疎 水性蛋白,燐 脂

質,遊 離脂肪酸,中 性脂肪,そ して水溶性小分子蛋白等

それぞれの分画に分けたところ,水 溶性蛋白と脂肪酸分

画に抗菌力が認められ,こ れら抽出物に関するかぎり,

正常動物由来のものも同じく抗菌力があつた。スフィン

ゴミエ リン,レ シチンおよび コレステロールの証明され

ることにより,FractionAは 膜の"Reaggregate"で あ

ることが示唆され,ま た,そ の抗菌力は,そ こから抽出

される抗菌物質の存否によるよりは,そ れが菌との接触

の可能性をもちうるような膜構造中での所在形式 と関係

していると考察した。この立場から,結 核感染によつて

修飾されるであろう食細胞"lysosomalsystem"の 膜

は,今 後の研究の主題であると考える。

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。
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