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 II. THE MECHANISM OF SENSITIZATION AND RESISTANCE

IN TUBERCULOUS INFECTION, WITH PARTICULAR 

    REFERENCE TO THE INVOLVEMENT OF 

         THE LYSOSOMAL SYSTEM*

Koomi  KANAI

   Acid phosphatase activity of mouse lungs was elevated in response to tuberculous infection. 

This elevation was accelerated when the mice had been immunized with BCG.  "In vivo grown 

tubercle bacilli" were separated from infected mouse tissue by a mechanical means, and they 

were found to be coated with host acid phosphatase. These findings were interpreted to be 

the result of lysosome-bacillus interaction during the process of tuberculous infection.  Lysoso-

mal components were obtained as a Triton-lysate of the lung and spleen granular fractions of 

infected mice. Incubation of tubercle bacilli with the components resulted in the bacilli gaining 

lysosomal acid phosphatase activity, whereas the phosphatase activity specific for the bacilli 

decreased with simultaneous reduction of viability. 

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

activities was separated from the detergent-extracts by gel-filtration on Sephadex G-150  column. 

The  mycobactericidal activity was expressed only in the acidic environment below pH  6.0, and 

the activity was reduced when the amount of bacilli exposed to the fraction was  increased. 

The latter observation appeared compatible with the finding that the mycobactericidal activity 

was removed from the fraction by absorbing with heat-killed  tubercle bacilli. Heating of the 

fraction at  100C and pH  5.6 for 10  min destroyed completely both enzymatic activities, but the 

mycobactericidal activity remained unaffected. 

   A further attempt was made to compare the mycobactericidal fraction of the spleen and 

lung lysosomal components between normal and tuberculous mice. The results indicated that 

the yield of spleen mycobactericidal fraction increased after infection in terms of tissue weight 

and more markedly in terms of organ, and that the fraction was highly active in reducing 

viable counts in acidic buffer environment. As for the corresponding fraction of the lungs, the 

rate of infection-induced increase was not so marked as the previous case ; besides the fraction 

was much less active even in the higher protein concentration than the spleen sample. These 

observations were compatible with the finding that tubercle bacilli could multiply and persist 

more freely in the lungs than in the spleen. In addition, it was demonstrated that  tubercle 

bacilli exposed in vitro to the spleen antimycobacterial fraction were less infective when  they 
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 were injected into mice. When the fraction was obtained from  "BCG-stimulated" animals , it 
 showed antimycobacterial activities. The corresponding fraction from normal animals did not . 
 By further fractionation, the complex was separated into 5 subfractions ; hydrophobic protein , 

phospholipid, neutral fat, free fatty acid and water-soluble peptide fractions. The antimy-

cobacterial activities were attributed to the last two subfractions . The corresponding subfrac-
tions from the inactive complex of normal animals were also antimycobacterial . 

    Combination of Gomori stain for acid phosphatase at pH 5. 0 and  Ziehl-Neelsen stain revealed 

the association of the in vivo bacilli with membraneous tissue components with Gomori -positive 

reaction products and some of the bacilli themselves stained black . Such observations were 
never obtained with in vitro grown bacilli. When the in vitro grown bacilli were incubated 

with lysosomal components separated from the mouse tissue , the surface of the bacilli showed 
a strong affinity to the lysosomal components , and in vitro tests demonstrated that the enzymatic 
activities of the bacilli changed into the pattern of the in vivo bacilli . The water-soluble 
peptide fraction and the free fatty acid fraction were found responsible for lowering the activities 

of tetrazolium-reduction and acid phosphatase specific for the bacilli . 
    Lipid analysis was conducted of the sample of in vivo bacilli . The 90% acetone extract 

contained sphingomyelin as the major phospholipid , the neutral lipids including cholesterol in 
20%, and free fatty acids such as palmitic, stearic and linoleic acids . The  90% acetone-
insoluble residue was further extracted with chloroform-methanol  (2  : 1, v/v). From this 
extract, sphingomyelin and lecithin were demonstrated only in a slight amount

, insteads 
cardiolipin was detected as the major phospholipid . Tuberculostearic acid was present in 25% 
of the constituent fatty acids of the phospholipid fraction . Cholesterol was still detected , but 
mostly as the ester. These results , together with those described before, suggest that the 90 

% acetone treatment could remove the major portion of host-originated lipids associating with 
the bacilli grown in vivo and the chloroform-methanol extracted mostly the components proper 
to the bacilli. Interesting was an additional observation that the ratio of lecithi

n to sphingo-
myelin and the ratio of cholesterol to its ester decreased in the bacillus -associated host lipids , 
probably as the result of the host-parasite interaction. 

   These observations and the collateral experiments led us to a view that the l
ysosomal 

membrane might be a site of the host-parasite interaction , and that a change in the orientation 
of membrane components caused by infection or allergic reaction produce s a situation that the 
intracellular bacilli might come into contact with such antibacterial mol ecules. However , other 
possibilities were also considered. 

   Our experiences were then extended to a model experiment to test  Burnet's th
eory for 

induction of delayed sensitivity that bacterial antigenic determinants must b
e incorporated into 

the lipoprotein surface of macrophage . The reconstituted or reaggregated membrane was 

prepared in vitro by dialysing the combined SDS extracts of lysosomal fraction of th e guinea 
pig spleen and tubercle bacilli against  Tris-NaCl buffer containing  MgCl

2 in 20 mM. Guinea 
pigs immunized with this material were sensitized to react to PPD and showed some 

grade of 
resistance to tuberculous infection. 

   Finally, discussion was made to make each separated observation mutually associated and 
to form an acceptable whole picture of tuberculous infection .

この数年,私 どもの研究室で行なつて きた仕事は,こ

の標題 の意味す る大 きな広 りの うちの,ご く限 られた一

面にす ぎないが,そ の ような側面が結核感染の全体像の

中で 占め る位置について,は じめに知 る必要があ る
。

感染を宿主 と菌 との相互関係 としてみてゆ く場合
,そ

のいず れの個体も・組織 あるいは 細胞 に始まつて
,細 胞
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下の構築物,そ して分子 の レベルにいた るまで次第に小

さな単位に分画 でき,そ れ らのさまざまな組合せで実験

系をつ くるこ とが可能 である◎ また,菌 側の因子を 考え

る場合,そ の死菌か ら出発 して,あ くまで物質面で分析

をすすめ る方法 と,他 方,そ れに生菌の もつ機能面を加

味 して,宿 主細胞へ の働 きかけを こ とさらに重視す る立

場もあろ う。 私 どもがこれ まで試みたい くつかの アプ ロ

ーチの うち,今 回報告す る仕事は,宿 主細胞の もつ膜構

造のひとつ,ラ イ ソゾーム と感染菌 との関係を中心 と し

たものであ る。 感染が食菌現 象をその出発点 と して進行

するものである以上,菌 体表 層 と食細胞の膜系 との交渉

は,感 染の生物学,生 化学,そ して免疫学の研究対象 と

して,最 も基本的な ものであるに 違 い な い。 したがつ

て,結 核感染学 も新 しい言葉 を用 いれば,ま さにエ ク ト

パイオ 獄ジーりの きわ だつ た一分野 であ り,こ の 機 会

に,私 どもの これまでの仕事 を整理 要約 し,そ れを現今

における結核感染学の知見 と関連 づけて論 じたい◎

　内容の大部分は,す でに学 術誌 に原著 として報告ずみ

であるので,本 論文 においては実験技術や成績の詳細は

割愛 し,全 体 としての有機的な連関 を主体に記述す るつ

もりである。

D　 研究の発端.感 染 に伴 う組織酸性 ボスハ ターゼ

　　(APと 略)活 性の変化

　 2群 のマウスを用意 し,そ の一方をBCGで 免疫 した。

さらに両群を有毒株 を用いて攻撃 し,以 後各週 ごとに肺

のホモジネイ トをつ くつ て,そ の中の感染菌数 とAP活

性とを追求 した。Fig・1に 示 した成績 のご とく,免 疫群

においては感染菌の増殖は 見事に阻 止され,こ の さ い

AP活 性についての両群の差 は,免 疫群におい て活性上

昇が時間的に加速され ることにあ り,上 昇 のピークの高

さの違 いは明 白でない。 このAP活 性は細胞 内穎粒のひ

とつ ライソゾームのマーカー酵素活性であ り,感 染に伴

つて細胞のライ ソゾームの動員,増量 が,

細胞数の増加を も含めて惹起 しているこ

とはすでに文献2)喝 の示す と こ ろ で あ

る¢また,肝 を用いた実験 では,結 核感

染に伴つ てAP活 性は上昇す るが,特 異

的 な グル コースー6一ボスハターゼ(肝 実

質細胞のマイ クぴソー ム分画 に 存 在 す

る)の 活性には変化がない。 これ らのこ

とは,AP活 性の上 昇が感染菌に直接関

与する網 内系細胞に則 した現 象であるこ

とを示唆す る。

2)　マ ウス肺で増殖 した"in　 vivo結

　　核菌"に おける観察

牛型 ラプネル株 で強 く静 注感染 し,以

後 日を 追 つ て肺 滲 繊液 の 塗 抹 標 本を み て ゆ く と,抗 酸 性

染 色に よつ て も,菌 は マ ク"パ ー ジの中 に と りこ まれ て

い る こ とが 分 か るΦ そ の 数 は 次 第 に増 し,つ い に は 細 胞

を こわ して そ の外 部 に 流 出 す る局 面 もみ られ る¢ また,

Gomori法 を 併 用 して,　AP活 性 の細 胞 染 色 を 施 行 す る

と,肺 胞 マ クロ ハ ー ジは 数 多 く のG◎m◎ri陽 性 スポ ッ

ト,つ ま りラ イ ソ ゾ ー ムの 存 在 を示 し,赤 く染 まつ た菌

が そ れ ら の中 に 混 在 して み られ る¢ マ ウ ス の死 亡 流 前 に

な る と,菌 は ほ とん ど細 胞 外 に 存 在 し,そ の菌 の あ る も

の は,Gomori陽 性 で あ るo　pH　3.　5で のG◎m◎ri染 色

に よる か ぎ り,in　 vitro発 育 の 結 核菌 は 絶 対 に 反 応 陰 性

で あ る。 次に,こ う して 感 染 死 に い た る よ うな マ ウ スの

肺 材 料 を 多数集 め,こ れ よ りSega1ら5》,　 Bekierkunst

らe}の 方 法に 準 じて,機 械 的 な 方 法 で"in　 vivO結 核 菌'S

をで きる限 り純粋に搾め,そ の性状を検討 した◎

　 この ような標本をZ.N.染 色す る と,青 染す る組織 由

来因子をほ とん ど含 まない抗酸菌の集団を確 認 で き る

が,そ の同 じ標 本をpH　 3.　5で のGomori染 色を用いて

検 鏡する と,青 黒色の反応陽性菌 が同 じく反応陽性の ス

ポ ッ トを もつた組織片 と絡んで存在す る。 さらに また,

Z.N.染 色とGomori染 色 とを併用 して 重 染 色7}す る

と,Gomori陽 性菌は単に赤 く染 まつた菌群 の一部をな

している。以 上のよ うな所見は,ソ ー トン培地上発育の

in　vitro菌 では全 くみ られないe

　 in　vivOの 菌 とin　vitro菌 とをさらに 比較観察す る

と,前 者は後老 と異な りきわめて親 水性 で あ り,90%

アセ トソ,NaOHの 殺菌 力に対 して抵抗 力が 強 く,他

方,テ トラ ゾリウム塩還元力が微弱あ るい は 検 出 で き

ず,in　 vitro菌 でみ られ るpH　 6・5で のAP活 性 も弱

い。 それにかわつて,ラ イ ソゾLム 由来のもの とpH活

性 を等 しくす るカテプシン活性 とAP活 性 とがin　 vivo

菌には強 く発現す る◎ また,in　 vivO菌 標 本 の 生 菌 度

は,収 穫 の都度 同 じではないが,重 量当 りの生菌数は し

Fig.1.　 Elevation　 of　Acid　 Phosphatase　 Activity　 of　M◎use　 Lllftg

　 Tissu.e　 and　 the　 Fate　 of　 Viable　 Tubercle　 Bacilli　 thereia
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ば しば きわめて低い ことがある¢

　以上 のよ うなin　 viv◎ 菌の 性 状 は,菌 体 表面が ヲイ

ソゾーム由来の物質で包被され,そ れの もつ性質が 衷現

され てい ること,な らびに,そ の物質 の作用に よる菌 自

体の性質変化,こ れら双 方の理 由に よる と考 え うる。 こ

の ことは,後 述の ごとくin　viVOの 菌 の脂質分 析 を 通

して さらに夷づけられ,ま た,Fig.　2に 示 した よ うな食

菌現象の模式図からも理解で きるが,そ の前に,組 織 よ

Fig、2.　 Lys◎s◎mes　 i轟Phag・ ◎cytosis

　 　 (Schernatic　 presentati◎ 織)
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　 正常あるいは感作 動物(マ ウス またはモルモ ッ ト)の

肺 あるいは脾 を実験 材料 として,Fig・　3に 示す ような方

法で,ラ イ ソゾーム分画 をFraction　 Aと して分 離 し

た。 この分画はAP活 性,カ テプシ ソ活性 の ピークと一

致する巨大分子蛋 白分画 であるが,後 述 するご とく,生

体膜 に特有 な脂質を も含ん でお り,水 解酵素活性を もつ

　　　　た膜 由来分画 とみな しうる。

　　　　　 まず,Trito糠 抽 出物 の段階 でこれをin　vitro

　　　　菌に作用せ しめ,そ のあ と,処 理菌 をGemeri

　　　　染色す ると,菌 のデ ィメ ンジ 惣ソにおいて青黒

　　　　色に染 ま り,i織viv◎ 菌 と類似の所見を呈す る。
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この ことは,水 解酵素活性を示す ライソゾーム

由来成分が,菌 体に強い親和性を もつ ているこ

とを示 している。同様 の こ とが,FraCtion　 A

を用いた場合に も確認で き,さ らに また,こ の

処理菌の性状を調ぺる と,TTC反 応 が 極度に

減弱 し,カテプ シン活性を獲得 し,菌自体のAP

活性は減弱する と同時に,ラ イ ソゾーム由来の

AP活 性が表現 されたeこ れ らすぺ ての所見は,

さ きにみたin　 vivo菌 の特徴その ものであ り,

感染菌 とライ ソゾーム との交渉が,感 染個体内

で現 実に進 行する可能性を,in　 vitroの モデル

実験 から強 く支持 している ことにな る。

　Fracti◎n　Aの 抗菌 力 は,酵 素活性阻害作用

のみで な く,Fig・4に 示 す試験 法に よつて,殺

菌 力ならびに 静菌 力が認め られ る、 しか も,こ

うした抗菌 力は,感 作あるいは感染動物 由来の

Fracti◎n　Aに おいては るかに強 く,さ ら に 加

えて・核 あるいは ミ トコンド リヤを主要成分 と
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。%f～器}暑il認 譲鐙 諾 譜害・100・

枷Growth沁D'Ar¢y　 Hart短edium　 after　 2　week　 i配"bation　 at　 37C .

Table　 2. Characteristics　 of　 Mycobactericidal

Activity　 of　 Fraction　 A

)

)

)

)
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β0

ヴ
8

窟
U

Active　 ia　 acidic　 environment

Active　 at　370C,　 but　 not　 at　 4℃

Abs◎rbed　 with　 heaレkilled　 tubercle　 bacilli

Require　 more　 dose　 against　 more　 amount　 of

bacilli

Heat-stable　 at　 100℃for　 10min,　 though　 enzy・

matic　 activities　 were　 destτoyed

Active　 agai籍st」Bruce〃 σ αうOrtUS

Hem◎1ytic　 activity

Neutralized　 with

　 basic　 pr◎tein　 such　 as　 protar駐in

　 b◎vi轟e　 semm

but　 n◎t　with

　 25,000g　 supernatant

　 Fraction　 B　and　 C　fro1n　 lysosomal　 components

する細胞分画 由来のFractio薮Aに は弱 く,ラ イ ソゾー

ムを主体 とす る分画 由来 のものに強い とい う,き わだつ

た観察が得 られてい る(Table　 1)。 殺菌力の性格につい

て検討 した結果はTable　 2に 総括 した が,こ の成績 よ

り,殺 菌力を示 す本態 は耐熱性であつて,水 解酵素 その

ものでなく,酸 性環箋でのみ有効であつて,そ の殺菌 力

は有効因子が菌体表面に付着 したのち,は じめて発揮 さ

れるこ とが示唆 されてい る。Brucella　 abOrtusに も 有

効であるので,結 核菌のみに特異的でな く,ま た塩基性

蛋白,血 清で中和 され るが,組 織ホモジネイ トの25,　OOO

9遠 沈上清や,ラ イ ソゾーム分画 のTriton　 X--100抽 出

液のゲル 濾 過 分 画,Fraction　 BやFracti。n　 C(Fig.

3)に よつては中和 されない。

　次に,Fraction　 Aを 構成す る各溶出液につ い て,そ

の抗菌性を,殺 菌力,そ して菌体あ る い は 菌膜 分画 の

AP活 性に対する阻害 作用について比較観察 した。そ の

成績はFig.　5に 示 してあるが,抗 菌力はいずれ の 面 に

おいて もTube　 No22を ピークと して,そ の 前 後の溶

出液では弱 ま り,そ れら抗菌 力の表現は,ほ ぼ平行 して

観察 された。菌 のAP活 性はその膜 構造にあるこ とが知

られているが,上 の成績は,殺 菌 力 の 機 序 と し て,

Fraction　Aの 菌膜に対する作用を考 え うる一つ の 根拠

を呈出 している◎

Fig.5.　 Antimycobacterial　 Activity　 of　 Each

　　 Eluate　 of　 Fraction　 A　 Obtained　 from

　　 　　 　 　　Infected　 Mouse　 Spleen
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Flg.6.　 hfection　 of　 Mice　 Usi轟g識Suspension

　 of　 Tubercle　 Bacilli　 Exposed　 t◎Sephadex

　 　 Fractions】 「of　Lysos◎mal　 Componα}ts　 of

　 　 　 　 　 　 Infected　 Mouse　 Splee轟
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　 Fig。6は,各 溶 出液で処理 された菌液を,そ のままマ

ウスに静注 し,3週 後にそれ ら動物 を殺 して,脾 の 重量

とその中の感染菌数を定量培養に よつて算出 した成績 を

示 してい る。 この図か ら明 らか な よ うに,Fraction　 A

に暴露 した結核菌は 単に培地上での発育能　　　Fig砂8'

が落ち るばか りではな く,感 染力も低 下す

るといえる◎　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 0
.5

　 Fig・7は,マ ウスに静注感染 し た 場 合

一 一
〇123456789
　　　　 1轟fεcti③獅騨eeb

　 Source

material　 of

Fraction　 A

　 　 　 　 　 　 …
Concextrat三 〇捻

(protei轟 　　　　　1

　 　 　 タ9加 り/

嚇 茎繭 ヒ6面 一一

　 at　e¥posure

Ohr　 　　難　　 4br

Spleen 4.　2
　

5・1・ ・113…10・

Lung
57,0
10.3

67・!・一 羅委}群

の,肺,脾 における感染菌数の 消 長 を 示

し,菌 は脾 よ りも肺において増殖が より旺

盛で,ま た,よ り高 い菌数 レベルを維持 して

残 存す るこ とを指摘 してい る。 そ して,こ

の よ うな感染マウスの肺,脾 か らFracti◎n

Aを 分離 した場合,そ の抗菌力は脾由来 の

ものがはるかに強い とい う観察が下の表に

示 されてお り,上 の2つ の成績は矛盾 な く

両立 している。 これは結局,由 来を異にす

る2つ のFraction　 Aに おけ る質の問題で

あろ う¢

　 Fig.　8は,マ ウス の 脾 を 材 料 と し て

Fraction　Aを 分離 した場 合 の,感 染動物

と正常 動物に おけ る収量の違 い,そ して抗

菌 力の比較 を示 してい る¢ このさいの抗菌

力 試験 では,溶 出液をそのまま用い,使 用

濃 度をそろえていないので,感 染動物 由来

のFraction　 Aの 強い抗菌力は,こ こで は

量 の問題 として説明 され るであろ うし,ま

た,そ のこ とを動物の防御 と関 連 づ け れ

ぽ,ラ イソゾームの増量 として説 明されや

すいで あろ う。
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Table　 3. Antimycobacterial　 Activity　 of　 Fraction　 A　 from　 25,　OOOg

　 Sediment　 and　 of　 its　 Chemical　 CompOnents

Concentration Agtimycobaeter五a蓋activ三ty

Test　 samples }　　 　　 　 　 疹
{=ncg　 a8　 prote二 沿
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　 Oth¢r　 gy瓜boユ3　 aごe　 the　 saロie　 as　 thoge　 in　 Table　 L

4)1haction　 Aの 分 画

　 次 に.Fractio轟Aを さ らに分 画 して,活 性 物 質 を 求 め

る ことに す る"ま ずFleischerら8》 の 方 法 で90%ア セ

トン抽 出を 行 な い,脂 質 を主 成 分 とす る可 溶 部 と,不 溶

性 の疎 水性 蛋 白 とに 分 け た。 可 溶部 は アセ トンを とぽ し

て から,再 び ク ロ ロホ ル ム ・メ タ ノー ル(2:1)を4倍

量 加え て抽 出 し た、 そ の 上 層(水 ・メタ ノール 層)は,

これをSephadex　 G-50で ゲル 濾過 して 一 つ のペ プ タイ

ド分画を得た¢下層(メ タノール ・ク繋ロホル ム層)は

溶媒 分画 して,中 性脂肪,燐 脂 質,遊 離脂肪酸 の3分 画

に分;ナ,そ れぞれTLC,　 GLC等 で分析す る と,コ レス

テ β一ル,ス フ ィソゴ ミエ リン,レ シチ ン,パ ル ミチ ン

酸,オ レイ ソ酸 　リノール酸を主成分 とする ことが分か

り,Fraction　 Aは,生 体膜 に由来す る可能性 が いつそ

う高 まつ た(Fig.　9)eそ こで,上 述の5つ の小分画につ

い て抗菌 力を比較検討す ると,抗 菌力を示す ものは水溶

性 ペプタイ ドと,遊 難脂肪酸 の分画のみであつた¢燐 脂
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Fig.10.　 Fmcti◎nati◎n　 by　 Gel　 filtr飢ion　 on　 Seph麟d¢x　 G-750f

　 　 Watα 一Soluble　 Peptides　 Liber飢ed　 fro鵬Fraction　 A　 by

　 　 　 　 　 Chlor◎f◎rm-Methan◎1(2:1)Treatment
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誌
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一

　 　 　 　 ユ　　　　　　 5　　　　　　　　10　　　　　　　　15
　 　 　 　 　 　 　 　　 　 　 　 　 　 Tebe　No.

質 は 多 少発 育促 進 の効 果 を 示 した。 と ころで,こ の よ う

にFraction　 Aを 化 学 的 な 意味 で の小 分画 に 分 け る と,

本 来 殺 菌 効 果 を 示 さ な か つ た 正 常 動 物 由来 のFraction

Aか ら も,同 様 に 活 性 の あ る水 溶性 ペ ブ タ イ ドと遊 離 脂

肪 酸 が 得 られ た(Table　 3)◇ こ の理 由 と意 味 づ け に つ い

ては,別 に検 討 す る難

　 水 溶 性 ペ プ タイ ドに つ い ては,Fig.10に 示 す ゲル 濾

過 の パ タ ー ソよ り,分 子 量3,　000～4,　OOOの もの と推 定

さ れ るが,収 量 に 限 度 が あ る ので,現 在 まで そ の詳 細 な

分 析が 得 られ て い な いgeこ の 分 画 は,　Fracti◎n　Aを エ

ー テル 処 理 、 尿 素 処 理,あ るい は 酸性 で37℃ にお い て

イ ンキ ュベ イ トし て も遊 離 す る¢ ラ イ ソ ゾー ム分 画 由来

のFraction　 C(Fig.3)に ア ル コー ル を50%に 加 えて

Table　 4.　 Effects◎f　 the　 Free　 Fatty　 Acids　 on

　 　 　 Viability　 and　 Enzymatic　 Activities

　 　 　 　 　 　 　 of　 Tubercle　 Bacilli

　 　 　 　 　 　 三縫hib江io籍of　 e捻忽ymatic
MyC◎bac・ 　 　 　 　 _ac!i[vities_____

温1鴇1P漁 無 ド照 舞

20

Fatty　 acids

C8

Clo

C12

C鎚

C!6

C18

q8=三

q8、2

辮

辮

+

大部分の蛋 白を沈殿せ しめ,そ の上清 を

Sephadex　 G-50で ゲル濾過 す る と,上

と同 じTube　 Ne.に のみFolin陽 性分

画が現われ る"以 上の観寮を文献的9〕に

考寮すれば,こ のペプタイ ドはFraction

Aを 構成す る膜成分の一 部と してのグ リ

瓢ペプ タイ ドであろ うと推定 し,今 後の

分析をすすめるつ も りであ る。

　遊 離脂肪 酸に関 しては,純 品 を用いて

その抗薦力を調べ ると,Table　 4に 総括

した戒緻 か ら分か るよ うに,殺 菌作用 と

菌に鮒する酵素活性阻害作用に関 して,

不飽 和脂肪酸であ るオ レイン酸。 リノー

ル酸が ことさらに活性が強い糖飽和脂肪

酸の ラウ リン酸,ミ リスチ ン酸 も殺菌力

は強いが,Tetracolium塩 選元能を阻害

す る活性の弱い こと,そ して,Fraction

Aに 含 まれ る鑑が少 ない(Tabl¢5》 とい う理由 か ら,

Fraction　Aの 抗菌性 の問題 からはず してよいよ5に 思

われ る。

　以上の ごとく,Fracti◎R　Aの 抗菌力がそ こに含 ま れ

るペプ タイ ド,遊 離脂肪酸 であ り,そ うして分離された

形では,由 来が正常 動物で も感染動物であつて も活性は

同 じであつた"し か し,Fra¢ti◎n　Aと い う,も との 大

きな複合体の形 においては,感 染動物由来の ものがはる

かに活性 が強 い とい う事実 は,ど の よ うに説 明 さ れ る

かeま ず 第1に,感 染動物 におけ る含有量の増大が考え

られ るであろ5.そ して,第2に,膜 構 造 と し て の

Fraction　A構 成因子の構造変化を考え,抗 菌因子 の 膜

表面への露 出 といつた可能性 もあろ う"第3に は,感 染

動物や免疫 動物 に特 有な第3の 物 質を考え うる◎私 ども

はい まだに これ らの質 問に直接 答え うる知見を もちあわ

せていないが,次 項 の観察 は間接 的なが ら示唆 に富むも

のであろ う◎

Table　 5. Free　 Fatty　 Acids　 in　 Fraction　 A

◎fGuinea　 Pig　 Lungs

F撒tty　 acid

榊

辮

十

帯

搬

+

+

帯

+

辮

辮

Co豆dition:

Environment　 　 　 　 O。05　M　 acetate　 b雌er(pH　 5、6)

Exposure　 　　　　　　　　4　hr

Te血perature　 　　　　 37℃

Conce1}tratioz}:dose　 of　bacilli

　 　 　 Bacter三cidal　 test,20μ9:◎.1mg

　 　 　 Inhibition　 test,　 　10◎Ptg:20㎎

　 　 　 　 　 CM

　 　 　 　 　 C16

　 　 　 　 　 C韮6織

　 　 　 　 　 q7

　 　 　 　 　 C18

　 　 　 　 　 C路;墓

　 　 　 　 　 q8=2

　 　 　 　 　 C20

　 　 　 　 　 C2茎

　 　 　 　 　 C22

Nonidentified鵬in◎r　 acids

Normal
　 BCG-
stimulated

256%

30.15

5.58

0。86

8.35

30.74

15.22

0.30

5.99

2.52%

29.10

6.58

0.80

8.34

29.70

15.57

0.37

0.51

2.74

3.75
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Table　 6. Aαivation　 of　 Fraction　 A　 、Lys《》somal　 Cφ 恥po轟 ¢蹴$)Ob娘i穐 蓼d　fr◎田Nゆr鵬 撫l

　 　 Guin¢a　 Pig　 Lu織gs　 by　 Various　 Enzymatic　 Tr¢ 蹴 鵬磯蹴

Sarxxple

t》be

tfeat¢d

Tズ ◎鋤鴛搬 ¢獄象

Enxymes μ鶴 瓢ぎ　　　 騨M
　 　 　 ↓

　

ll
T暴麟轡

(
の
三

と

g

曇
ε

凄

ζ

}̂呂
霧

あ
曳【
)

<

ζ
。
唄
プ
葺

三

Ph◎spholipase　 A

　 (100℃,5搬in　 he蝕ed)

Phospholip菰se　 C

Neur蕊 薮}i薮idas¢

Pepsi薮

Tfypsi織

Lipase

ioo

oo

oo

oo

oo

oo

5

1

1

　
5

　
1

5.6

7.4

5.6

3.5

7.4

7.4

20　 min

Nenc

None

iNene

　 NORe

20mm

60mi轟

60鵬i織

30mi織

30融i轟

　 　 　 　 　 　 A麟i　Pt　y¢心bacte　r轟鋤肇kC{iw叢 零y拶ジ慮 艦
_.　 _。_　 　　　tr¢黙 ¢d¢o鵬 罫め織②獅鵬 《Fr二A)
　 　 　 　 　 Vi鋤b叢¢¢{》鷲轟t窃per　 Grの 轡馨為 韮轟　D夢A】r《!y
T¢mp必r・ 　　 ㎎ 瓢 ㎏r　4　ts　r　 　 H識 纏 蹴囎《滋蟻漁 《》ご

　 謙 鷹o　 鐙窯幽 麟総 灘37℃ik　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　ρH?蜂;2w蕪 鵬

。___.__、_P唖 ・鋤 璽鐸L　 .」 籍ぐぬ 灘 鋤灘.

37C

C

℃

℃

℃

C

37

訂

37

詐

37

<1×1σt

76/1伊

48×10轟

23/10轟

20・1(跨

20x10嚇

十

5.6

5.6

5.6

7.4

5駕縫i轟　　　　 1!　100℃

3days　 l　 4C
　 　 　 　 　
5r盤i織　 1　 100℃

3days　 l　 37℃

3days　 1…　 37℃

3days　 　　　37℃

10x1び

9メ10藤

3xlot

44/10嵯

脚

十

「

　　　 Ph◎sph◎1ipase　 A

　　 i　 乱100℃.5謡nhea芝ed)

§糖 翻1隻c
z

　　　 hpase

1⑪0

oo

oo

oo

5

噸1

噸五

5.6

7.4

5.6

7.4

20曲 総

20笛i嶽

60㎡ 轟

30min

37=C

℃

℃

℃

訂

訂

訂

20"　 10t

34/106

19x10峰

24×10G

「

←

　　 0.05Macetate　 bu藍fer　of　pH　5.6　 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　22xlO藤 　　　　　　　 ÷÷
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 {

Note;Ea¢h　 tre滋i君9奮ys1㎏ 組 馴ras　a　1魏 ぎ面x雛re　 i籍&艇 ㎏ 総bUlier畷 轡愚5　M.　 pH　 5.6)or建 茎115　M　 phosptr詠 塾e　b縫ffer

　 of　pH　 7.4.　 A抽er　 treatment.粟he　 lmix窒田re寳as　 added　 w三室h　4趣J　of縫 鴎 鎗et⑳e　 b秘五er　 a轟d　 gter盃2{麟 滋lee℃

　 fOf　1◎曲;2血 」。f癌ch　 w鎗 魑駝d　 f。鵡{驚rleldaR㏄t臨 ω袖9α ㎎o田3冨Rv　 t縫腰d¢b3d職 組d　 Oユ

　 皿1。f棚ch　 was　 addedむo儲 轟50f　 D'Arcy　 H短 盈繭 樋 ㌶d　 inocUlated　 w曲1二 嘱 ㎎ 。紬e瓢e　 st面 轟.

5)　 ]Fbeetion　 Aの 抗 菌 機 序 に 関 す る2,3の 知 見

　 Table　6に 示 した成績 は,叢 冒行なつだ 二つ鍾 の実験

の一つであ るが,正 常動物 由来FraCti◎x　Aを 種 々な酵

素で処理 し,そ の結 果 として航 藍度 予姜菱 きれ るか否か

をみたものである。 表にみ られ ろよ うに,ホ スホ リパー

ゼAに よつて処理 され だ場合に のみ,Fractioa　 Aにi蜜 い

抗菌力が現われ た9し か し,Fractioa　 Aよ り分難 し た

燐脂質分画をホスホ 蟹パ ーゼAで 麺理 した場合には,二

の分画 の殺菌力上昇は ごくわずかにす ぎながつたの この

一見矛盾 した亥績は
,酵 素処理 の結 果発生 した抗菌物質

としての遊難脂肪酸が.複 合体 としてつFτaction　Aの

中に組み込 まれ,し か も菌 と接 独 しうる墳態 にある こと

の重要性 を示唆する。

　 Fig・11に 示 した成漬 は,こ れ ・まで ○よ うに 殺菌試験

におけ る菌暴露時間を4時 聞に とどあず,48時 間にわた

つて殺菌効果を 観 察 し て,正 常動物,感 染動 物由来 の

FraCtion　Aを 比較 したものである3二 の成績 をみる と,

正常動物由来のFracti◎n　Aも,長 時 間蓄に与えるなら

ば,終 局的には強 い抗 菌力を発揮 している。 しか し,尉

の実験に よつて,正 常動物 のFraction　 Aの みを単独に

48時 間イ γキ ニベ イ トしてか ら,こ れを菌に与えても,

そ の殺 菌 力は 処 理 前 の もの と比 べ てそ れ ほ ど強 くない む

つ ま り,正 需 動 物 由 来 のFractio轟Aは,菌 表 面 に長 時

間 付着 してい る間 に の み,構 造 上 の変 化 を 来 た し,そ の

Fig.　11.　 Comparisolt　 of　Mycobactericida1　 Actiwity

　　　　 of　Fraction　 A　between　 Normal　 aRd

　　　　　　　 I　Efected　 Animal　 OrigiR

　　　藍81

1蔭

三!

141
2

1、
　 　 　 　 　 　 　 　 扉

024　 8　　　　　　24

　　　　　 Erp"$Pte虚 鴎(1の

48
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FigE12、
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ed蓋ment
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　 　 　 　 　 　 　 "1轟vlv◎ 猛mw漉 璽曲erde　 bac1111鐸　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 l

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 TrypglndIge璽 画Uon
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　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 i　 　 　

】E叢xtrご竃ctior襲　、》莚th　(rhヨ{)r◎for繋H}塒¢thar聾01

　 　 　 (2=叢,　 v/v)　 藷t　37"C　　fΦf　24hゴ
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 l

　 　 l　 　 　{　 　 　…　 …mh… 「　 R
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　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 I
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 s《》lv《塒t-f望a(}t遙on叙io籍
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　 　 「-　 　 　 　 　 　 　1…　 　 　 　 凹 画…lN
eutral　 fat　 　　　　 Fr¢ ¢fatty　 　　　　 Ph◎ 麟Phdipid
fr&c蝿o貸 　　　　　　acid　 fracuo織 　　　　　　fr欝ctlon

.IC　 G!c　 TIC

(Mainly　 th巴Hp葦ds　 of　 the　 bad騰)

　 　 　 　 　 　 　 　　 　s⑳ 群 織飢ant　 　 　 　 　 　 　 　　 　 　 　 l
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　 　 　 　 　 　 A舜肥o繊鰯鰯雛麟P鐙瀦めnoniρ 江d鶏　 　 　 　 　 　 　 　　 　 　 　 1

　 　冠xtrad嚢◎翁w鷺 転c城 のroform"metha鶏01¢:1、 　v/v)
　 　 　 　 　 　 　 　　 　 　 　 {　 　 　 　

「 粛　 情糊へ 　 　 　 　 　 甲 … 一 一「　 U
p婁》㊧r　1獄y群　　　　　　　　　　　　　Und¢r　lay¢r　 　 　 　 l　　　　　　　　 　　　　　　　 l

　 　 　 　 　 　 　 　　 　 　 　 　 　Seiventイra¢t三⑥n3tionSolve鶴t-¢va裏》Φr:嚢io織
　 　 　 　 　 　 　 　　 　 　 　 　 w屡th鍵 娯09艦,　heptan¢

　　　　1　　 　 謝堺一L
　 Aq犠εo聯 凶 露髄　　 　　 ド ー一 「「-　 　　 　 l

S¢ph点G.75　 N;器 婦 趣ta碧温 雛 嶽P囎 凄叡d
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結 果殺菌力が現出 して くる と理解 され る¢ そ の よ うな

Fraction　Aの 性状変化 とい うものは,感 染動物 や 免疫

動物においてはすでに生体 内に お い て 出来上がつ てお

り,そ れゆえ,そ れを分離 して用いれば,そ のまま短時

間 の接触 で抗菌力を発揮す るこ とにな る。

　 また,感 染動物由来のFracti◎n　Aは,正 常動物 由来

の もの と比較 して,非 常に凝 集 しやすい状態にあ り,こ

の ことは,や は り,Fracti◎n　Aを 構成す る膜 由来複合

体の表面性状 の変化を示すもの で あ ろ う。菌体表面 と

Fraction　Aと の相互交渉は次のin　 vivo菌 の脂質の仕

事か らも示唆 が得られ る。

6)rn　 vivo菌 の脂質分析 とその成績の意味

　Fig.12はin　 vive菌 の脂質分析の1例 を示 してい る

が,前 に述ぺた よ うに,iR　 viv◎ 菌標本は,菌 それ 自体

とその表面 に緊密に付着 してい る組織 由来,こ とに,ラ

イ ソゾーム由来の宿主膜成分 との双方か ら構成され てい

る◇ したがつて,脂 質分析 もその点 を 考 慮 して な され

た◎

　まず90%ア セ トソ水で抽 出 し,さ ら にFraction　 A

の脂質分析を行なつ た と同じ方法で抽 出物 を 分 画 す る

と,燐 脂質,中 性脂肪,遊 離脂肪酸,そ して水溶性ペプ

タイ ドが得 られた。TLC,　 GLCに ょつて分析す る と,

Fractien　Aと の違い として,ス フ ィンゴ ミエ リソとの比

較 において,常 に レシチ ソの量 の減少 している こと,ま

た,コ レステロールのかな りの部分がエステルの形 に転

化 していることが特徴的であつ た。 アセ トン不溶 の残渣

は,ク ロロホルム:メ タノール(2:1)で 抽出 してから,

同様に分画 ・分析す ると,い まだ宿主 由来 のものが少量

検 出できるが,興 味あ ることは,こ のさい得 られ るコレ

ス テ ロール は ほ とん ど脂 肪 酸 エ ス テ ル の 形 で あ つ た。 こ

の こ とは,エ ステ ル 化 が,菌 体 表 面 あ る い は そ れ に非 常

に 近 い とこ ろで 起 こつ てい る こ と を 示 唆 し て お り,

Host-parasite　 interacti◎Rを 脂 質 分 子 の レペ ル で とら え

うる一 つ の 材 料 を 供 してい るΦ この 問 題 に 関 して は境 在

さ ら に実 験 が 進 行 中 で あ る◇

　 in　viv◎ 菌 標 本 よ り得 られ た 遊 離 脂 肪 酸,ペ プ タイ}3

の抗 菌 力 に関 しては,Fraction　 A由 来 の もの と 同様 で

あ る◎

　 ま た,菌 自体 の脂 質 成 分 に つ い て は,こ れ まで の と こ

ろ,in　 vitreの 結 核 菌 に特 徴 的 で あ る マ イ コ ール 酸,フ

チ オ セ ロー ル デ ィマ イ コ セ ロ セ イ ト,ツ パ ク ロ ステ ア リ

ソ酸 が 同 定 され て お り,現 在 さ ら に研 究 が 続 行 中 であ

るo

7)　 ツペルク リン型感作 の成立機 序に 関する仮説 と

　　モデル実験

　 ツベル ク リソ反応の発現機序に関 し て は,近 年MIF

と呼称 され るmediat◎rの 発見に よつて,知 見の拡 大が

み られたが,他 方,感 作の機序に関 しては,従 来2,3

の仮設があ るのみで,実 証的な研究 に 乏 し い。私たち

は,こ れ まで行なつ てきた研究 よ り,結 核感染における

菌 と,ラ イソ ゾームを含めた宿主細胞膜構造 との密な関

係に注 目し,同 時 に,マ クロハージの表面 リボ蛋 白膜へ

の菌抗原の組み込みを,遅 延型 感作の前段階 と考 え る

Bumetの 仮説le)に同調 し,次 の ごときモデル実験 を 行

なつた。詳細は独立 した論文 として報告の予定であ り,

まだ,予 報的段階を 出ない ことをつけ加えてお く。

　 組織(モ ル モ ヅトの脾)の ホ モジネイ トよ り型 のごと

くライ ソゾーム分画 を収穫 し,こ れをSDSを 用いて可
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Table　 7.　 P獅oductio織of　 Various　 Reaggreg飢es　 of　 SDS-s◎lubili露 ¢d　CQ網 鷹plo轟¢厳8◎f
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Table　 8. Experi薮}ental　 Design　 to　 Vaccinate　 G慧i轟ea　 Pigs　 with　 Vario讐s

　　　Reagg驚gate　 Samples　 as　 Shown　 in　 Table　 1

矯 盆 》琶畿ff
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溶 化す る。 感 染 動 物 曲来 の も のは この あ と細 菌 濾過 器 を

通 す。 こ の もの をSephadex　 G　150を 通 し て ゲル濾 過

し,高 分 子 部分 の み を プ ー ルす るce他 方,　H37Ra株,あ

るいはBCGを 硝子粉末を用いて菌体破壊 し　これ よ り

SDSを 用いて抽出液を褐,上 と同 様に して濾過露を通

し,ゲ ル濾過 して高分子溶出液を プール したゆ こ5し て
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得 られた抽出液は,当 然膜の細

分化 した ものであ るが,こ れら

は,Mg"'を 含んだバ ッファー

に鮒 して透 析す ると,再 凝集 し

て もとの膜 構遭 を再現 し,透 析

膜 内部に沈殿 と して現われる窃

この さい,宿 薫 由来,菌 由来の

ものを混食 して透 析すれば,起

源 を異にす る2つ の膜構造のモ

ザ イ クが褐 られ,宿 主膜 構造中

に菌 の膜抗 原が組 み込 まれた も

のが得 られ る と想定 したゆ得ら

れ た沈澱 物 をモルモ ッ トに注射

して.感 作発生 と防御 力 とを謁

ぺ たが,Table　 7,8,麟 に示す

よ うな成績 とな り,わ れわれの

想定 を支持す るが ごとき結果で

あ る¢ しか し,ほ ぼ同一条件で

実験 を繰 り起 して も,そ の成立

感作 の程度は昨 には糞 く,時 に

は弱 く,実 験条件 をさらに検討

して固定す る必要があ る。

8)　 結核感染防御の総合的

　　 理解

　結核感染で代表 され るような

慢性感染の防御機 職は,そ の各

局面を捉えた場合,そ れ らが総

合 されて合理的な全体像を形成

されなければ な ら な い。それ

は,一 個人,一 研究室の研究成

績だけを もつて しては,不 可能

であ り,ま た危険 で も あ る。

Fig.　13,14は この数年主 と し

て米国の研究者に よつて発展せ

しめ られた知見 と解釈に,私 ど

もの成績を導入 して結核感染成

立の過程を模式的に表現 したも

の である◎

　結核菌 の侵入に対 してまず多

形核 白血球 の反応が あ り,そ れ

が早急に マ クロハージに置換 さ

れ る◎菌 はこの細胞 に食菌 され

て空胞 内に存在 し,表 面膜 の一

部で あつた この食菌空胞 の限 界
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膜,な らびに,そ こに融合 した ライソ ゾームの一重膜 と

生物学的に意味のある相互交渉を もつ と考え られ る心 さ

ら}こ,ライ ソゾームよ り空胞 内に放出 された水解酵素そ

の他の物質が,菌 体表面 と接触す るであろ うこ とは推 察

され る。 このよ うな状況下で も,一 般細菌の ごとく容 易

に崩壊す ることな く,増 殖かつ生残 しうる結核 菌である

ので,こ れをマウスの肺 よ り直接 分離 し,そ の性状を検

査することによつて逆に,宿 主個体内での細胞 と菌 との

交渉を推察できたわけであ る◎す でに述ぺた よ うに,細

胞 内での菌 と細胞膜 構造 との関係の結 果,リ ボ蛋 白層 と

しての膜 の中に菌物質が組み込 まれ,か くして,・self"

よ り``n◎n-self"に 変わつ た膜構造 によつて,感 作 リソ

パ球の発生が誘発 され る可能性は,Burnetの 仮 説を待

つまでもない◎か くして感作 リソパ球が出現する と,こ

のものばなんらかの機序で今度は逆にマ クロハージを刺

激 し,そ の分裂増殖 を促 し,ま た,こ れを活性化す る と

考えられている◎ ここで初めて,マ クロハージは結核菌

と対決し うる状態 とな り,菌 増殖の頭 うち,減 少が招来

され,細 胞 自体は上皮様細胞に成熟する。 以上が,現 今

における結核感染に対する初期cytogenesisと 防御効果

との関係である¢感作動物におい ては再感染に対 して よ

り急速にこのよ うなcytogenesisが 起こ り,菌 数増加の

著 しくなる以前に防御体制が完了す る と説 明され る◎

そこで,マ クロハージの活性化 とは何か とい う問題 に

ついて,Fig・14に ま とめ てみた。 この図 の 中に示す相

互関係については,ま だ憶測の域を出ないも の が 多 い

が,今 後の研 究をすすめ る うえでの作業 仮説 として,ま

た,本 報告の知見の意味を考察す る 目的 で,あ えて呈出

したものである◎
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