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第 1章 緒 呂

我 々は,結核菌に対する生体の防衛力に関す

る系統的な研究の結果,正常動物の体液の低分

子成分中に明かに結核菌発育抑制作用の存在す

ることを invivoにも叉 invitroにも証明し得

た｡此の結果を更に化学的に追究する目的で行

った実験の中, こゝには尿を材料 として行った

実験成績に就て報告する｡けだ し尿は体内にて

透析された体液の低分子成分 と考 え られるか ら

である｡

古来尿路に於ける結核性疾患は,比較的 自然

治癒の傾向が強い と言われている｡H.Doldl)は

この事実に基いて,人尿の結核菌発育に及ぼす

影響力を試験 した結果,健康人尿がかな り著明

な結核菌発育抑制力を保持 している事を発見 し

た｡その後 K.B.Bj6rnesjoは,結核患者尿及び

健康人尿の結核菌発育抑制因子に就て更に詳 し

い検討を加え,健康人尿中の活性因子は,結核

患者尿中で特に著明に増量するものでは無いこ

と,及びその性質は揮発性でな く,セロファン

膜を容易に透通 し,電気透析により陽極側に移

動 し,エタノールを除 く多 くの有機溶媒に不溶

性であ り, pH酸性剛で著 しい活性を有 し,活

性炭に吸着され得ることを報告 した｡併 し彼の

検索 した限 りでは,健康人尿中に含有されてい

ると思われるいかなる物質の化学的性質にも該

当せず,終にその活性因子の本体に就てほ究明

出来なかった 2･3･4･5,6)｡ これ とは ゞ同様の報告

が我が国でも森田7ノによって行われている｡彼

ほその報告中に紫外線照射によ り,叉超音波を

あてることによ り抗菌活性が減弱 した と報告 し

た｡その後 Q.MyrvikS)は Bj6rnesjoが追求 し

た活性因子の本体をアスコル ビン酸叉はその誘

導体 と考えるとよく実験結果 と一致すると考

え,アスコル ビン酸を大量投与 した人尿の結核

菌発育抑制力が増大することか ら,活性因子の

本体はアスコル ビ ン酸叉はその誘導体ではなか

ろ うか との推定を下 している.

以上の如 く,健康人尿中に結核菌発育抑制因

子が含有せ られ得ることに関 しては,殆んど疑

問の余地は無いのであるが,果 してそれが如何

なる物質であるかに就ては尚検討を賓するので

ある｡

私は,喧 々の方法によって人尿を分割 して,

抗菌性物質を抽出,分離,精製すべ く実験を重

ねた結果,可成 り満足すべき結果を得たので,

これ らの実験内容に就て逐次詳述 したいと考え

るが,本筈に於ては先ず予備実験の意味で,粗

製材料に就て検討 した結果を記述する｡

第 2章 実験材料及び実験方法

1) 実 験 材 料

健康人尿を 清 潔 な 容 器 にプール し, 低 温

(50oC以下), 低圧 (20mm Hg.以下)下に

濃縮,乾固し, これに薫滑水を原尿量の1/64だ

け加えて充分振盤,撹拝 した後,炉紙によ り炉

過 したものを モ粗製材料ミ として実験に使用 し

た ｡

2) 実 験 方 法

上述のき実験材料を使用 して,尿中の抗結核性
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因子の各種 ミコバクテ リウムに対する抗菌力を

試験 し,次に抗菌性因子の物理化学的諸性質,

即ち熱安定性,透析性,溶解性,酵素による影

響,及び化学的定性反応を試験 し,その結果折

紙培養法を考案 して抗結核菌性因子の抽出実験

を行った｡実験方法の詳細に就ては各章で詳述

する｡

第 3章 鼠C･M･による読者試験

1) 実 験 方 法

先に述べた如 く調製 した も粗製材料モ (64倍

濃縮尿) の H37RV菌,H37R｡菌,BCG菌,鳥

京菌に対する抗菌力を,辻 ･山本の石油ペ ソヂ

ン法9)による S.C.M.を用いて試験 した｡

粗製材料 1ccを蒸溜水によって順次倍数稀釈

した一列の試験管列を作 り,その各試験管に 2

倍濃度に調製 したキル ヒナ-原液を 1cc宛 加

え,更に各 試 験 管に 0.3ccの 血清アルブミン

(栄研製)を加えた｡ これ と別に対照 として粗

製材料稀釈液の代 りに蒸溜水を用いた試験管列

を作った｡

調製 したこれ らの培地に,各瞳 ミコバクチ リ

ウムの石油ベ ンヂン浮薄液を塗抹,乾燥させた

スライ ドグラスを一枚宛挿入 した後, 37oCで

7-10日間培養 した｡菌発育の判定には標本を

10%フォルマ リンにて固定滅菌後,チ-ルニー

ルゼソ法にて染色,鏡検 し,下記の判定規準に

従ってその発育程度を分類 した｡

結核菌発育判定規準は次の通 りである｡

冊 :菌の発育旺盛で,集落が重 り合い,網目

状を しているもの｡

京大結研紀要 第 7巻 第2号

によりその発育を確認出来るもの｡

+:菌の発育微弱で,強拡大 (5×90)検鏡

によらなければその発育が確認出来ない

もの｡

-:菌発育を全 く認めないもの｡

尚本報告中 S.C.M.を用いた抗菌試験に於け

る結核菌発育程度の判定は絵てこの規準を適用

した｡

2) 美 顔 結 果

第 1表に示す如 く,H37Rv菌及び BCG菌は

何れも原尿の2倍濃度でその発育を抑制されて

いるが,鳥京菌及び 607号菌は相当高濃度に於

ても尚発育が認め られた｡

この実験結果は Bj6rmesjoの実験結果 と園発

育抑制濃度に於て多少異っている｡即ち彼は濃

縮 しない人尿を Dubos&.Davisの培養液で稀

釈 して,人型結核菌に就て抗菌試験を行 うと,

多 くの場合原尿の 1/2倍濃度で菌の発育が抑制

されたと報告 している｡恐 らくは材料調製の過

程に於て抗菌性因子の損失があったのか,或は

抗菌試験を行 う際の培養方法の相違,その他の

原因によると思われるが,その損失は例えあっ

たにせよ軽度 と思われたので,以後の契験には

総てこの材料を使用 した｡

第 4章 抗菌性因子の物理化学的或は

化学的性賞

l) 加熱に対する安定性

i) 実 験 方 法

≠ :菌の発育良好で,弱拡大 (5×10)検鏡 抗菌性因子の加熱処理に対する安定性を試験

第 1 表 粗製濃縮尿による抗菌試験

H37Rァ蘭,BCG菌は10日間培糞
鳥京菌､607号菌は7日間培養
濃度の表現は渡縮しない原尿の濃度を1×とし,各数字は原尿に対する比率を表わしている｡
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第 2 表 加熱処理による抗菌力の変化
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対照 :十十 H37Ry菌,10日間培養

するため,温度 と時間を変えて加熱処理を行っ

た粗製材料に就て抗菌試験を行った｡対照 とし

てほ,ザイツ炉過器で炉過滅菌を行ったのみの

非加熱材料を用いた｡

ii) 実 験 結 果

第 2表に示す如 く,H37RV菌に対する発育抑

制力は,1000C30分加熱処理 した材料も,100 oC

60分加熱処理 した材料も,加熱 しなかった対IKi

材料 と比較 して,その抗菌力に殆 ど差がない｡

しか し,120oC60分 (Aut∝lav)加熱処理を行

った材料では抗菌力の低下が著明であった｡

2) 透 析 性

i) 実 験 方 法

抗菌性因子のセロファン膜 (No.300)に対す

る透析性を実験する為,粗製材料をセロファン

袋に入れ,約20倍畳の蒸溜水中で,4oC72時間

透析を行った｡その透析外液及び内液を何れも

1/20に減圧濃縮して,その各 々に就て抗菌試験

を行った｡

ii) 実 験 結 果

第 3表に示す如 く,透析外液及び透析内液の

有する抗菌力は原材料の有する抗菌力 と比べて

殆 ど同様であった｡即 ち抗菌性因子はセロ77

第 3表 抗菌性因子の透析性

j16×巨 ×14× 2×[1×11/2×

対照 :≠ H37Rァ菌,10日間培養

ソ膜を容易に透過するものと考え られる｡

3) 溶 解 性

i) 実 験 方 法

各位有機溶媒に対する溶解性を試験する為,

次の様な実験を行った｡即ち,一度乾固 した材

料に約50倍量の有機溶媒を加え,充分振盤,獲

拝 した後一昼夜放置 し,その後炉紙により炉過

して炉液 と残連 とに分けた｡残汝は炉紙上で更

に各々同種の有機溶媒で洗i候した後乾燥せ しめ

た｡ 炉液は,之に洗源液を加えて減圧下に乾固

せ しめた後に原材料 1gに対 して 10ccの割合で

蒸溜水に溶 した｡ これを可溶性部分 と呼ぶ｡残

透 も乾燥させた後,同じ調合で蒸溜水に溶か し

た｡ これを不溶性部分 と呼ぶ｡

有機溶媒 としてはメタノール,エタノール,

ブタノール,アセ トン,--テル,ベ ンゼンを

使用 した｡

ii) 実 験 結 果

上述の各溶媒に裁て得た可溶性部分 と,不溶

性部分の両者に就て抗菌試験を行った結果は次

の通 りである｡

第 4表に示す如 く,抗菌性因子は蒸溜水及び

第 4表 抗菌性内子の溶解 性

S.C.M.による抗菌試験 (H37Rァ菌)

可潜性部分 ! 不溶性部分

対照 :≠ 10日間培養
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メタノ-ルに可溶である｡ 一方 ブタノール,ア

セ トン,エーテル,ベ ンゼ ンには不溶である｡

メタノールにも殆 ど不溶である｡

Bj6rnesjo は尿中抗菌性因子の有機溶媒-の

溶解性に関 し詳 しい検討を行い,エタノールの

みに可溶性であ り,他の溶媒には不溶性である

と述べているのであるが, この実験に於ても確

に種 々の有機溶媒に不溶性であること及びそれ

らの溶媒 よ りはエタノールに僅かに溶け易い性

質のあることを確認 し得た｡但 し Bj6rnesjoは

不幸にしてメタノールに対する溶解性の検討を

怠っていたが,皮肉にもメタノール こそは唯一

最良の溶媒であることを初めて明かに したので

ある｡

4) メタノールによる抗菌性因子の抽出

i) 実 験 方 法

粗製材料を一旦乾固 した後,純 メタノールを

加え,充分振盤,撹拝 して一昼夜以上放置 した

ものを折紙で炉過 して混濁を除 き,その折液を

再び減圧下に乾固 し,原尿の64倍の濃度になる

様に蒸溜水を加えたものをメタノール抽出材料

と呼ぶ｡ メタノール抽出材料の有する抗菌力を

京大結研紀要 第 7巻 第 2号

粗製材料のそれ と比較するため,前述 した如 く

倍数稀釈を行った試験液に就て,S.C.M.による

抗菌試験を行った｡

ii) 実 験 結 果

第 5表に示す如 く, メタノール抽出材料の有

する抗菌力は,粗製材料のそれ と比較 しては ゞ

同 じである｡ これは即ち抗菌性因子が,メタノ

ールによって容易に抽出されたことを示 してい

る｡

5) 酵素による影響

i) 実 験 方 法

メタノール抽出材料に就て,ペプシン (片山

化学工業社製), トリプシン (ドイツ ･メルク

社製),エ レプシン (東京化成工業社製)の 3

瞳の消化酵素を作用させて,抗菌性因子の活性

が変化するか どうかを実験 した｡即ち,メタノー

ル抽出材料 5ccに対 して 0.5gの割合で消化酵

素を加え,ペプシンの場合は,pH2,トリプシン

及びエ レプシンの場合は pH8に pHを調整 し,

370C24時間放置 した後,pHを再び中性に調整

したものに就てその抗菌力を比較検討 した｡対

照 として酵素を加えず pH のみを pH2及び pH8

第 5 表 メタノー ルによる抗菌性因子の抽掲

対照 :≠ H37Rァ南,S.C.M.10日間培養

第 6 表 酵素作用による抗菌力の変化

8× 】 4× 】2× 1 1×

メタ ノール抽 出材料

抽出材料+Buffer(pH2)

抽出材料+Buffer(pH8)

抽出材料+ペプシン+Buffer(pH2)

抽出材料+トリプシン+Buffer(PHS)

抽出材料+エレプシン+Buffer(pH8)

t

t

一

一
≠
≠

≠

一

一
十

I

≠

十

≠

≠

≠
≠

≠

≠

≠
≠

≠

≠

≠
≠

≠

≠

≠
≠

≠

≠
≠

≠

≠
≠

対照 :≠ 培地 pH6.2,H37Rァ菌,8日間培養
pH8.0Buffer:H3BO 3- KCl, pH2.0Buffer:KC1-HCl
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に調整 して,370C 24時間放置 した 後, pHを

再び中性に した材料を用いた｡

ii) 実 験 結 果

第 6表に示す如 く,ペプシン,エ レプシンは

何れも尿の抽出材料の抗菌活性を ごく僅か乍 ら

減弱させた｡特に トリプシンの場合,他の 2着

の場合 と比べて この傾向は著明であるが,それ

にしても大量の消化酵素による抗菌力の変化 と

してほ僅少であった｡

6) 定 性 反 康

粗製材料中には尿素,尿酸を始め種 々の塩類

辛,ペブタイ ド,ア ミノ酸,糖等の存在が定性
反応で証明された｡勿論単に人尿を濃縮 しただ

けのものであるか ら正常尿成分 として考え られ

る物質が証明されるのは当然であるが,通常尾

中に検出されない蛋白,糖等の反応も濃縮され

ている為陽性 となる｡

第 5章 漉 雑 考 葺 法

先に述べた実験結果 よ り,尿中抗菌性因子の

性質が或る程度判明 したが, これ等の性質を利

用 して直接抗菌性因子を分離精製する試みは,

Bj6rnesjo等の実験の結果を考えても 失敗に終

る公算が大 きい ことに鑑み,私はペーパークロ

マ トグラフィーの原理を応用 して,一つの新 し

い実験方法を考案 した｡之を モ折紙培養法モ と

呼ぶ ことにする｡

1) 実 験 方 法

粗製材料或は メタノ-ル抽出材料0.03ccを一

次元ペ-パークロマ トグラフ ィー (上昇法)の

要衝で,蒸溜水を溶媒 として2cmx40cmの折紙

(東洋炉紙 No.50)に約 20-25cm の高 さ迄展

開 した｡ これを凪乾 した後,原点 よりフロント

迄折紙を各1cm毎に切断 し,この炉紙片を800C
3時間乾燥滅菌 した後,1枚づ 取ゝ 出して岡･片

倉培地の斜面中央にピンセ ットを用いて貼布 し

た｡各試験管には原点を 1としフロントを最終

とする一連の番号を記 してお く｡ これ ら各試験

管に結核菌の石油ベ ンヂ ン浮瀞液を0.1ccづ ゝ,

培地斜面全体に行 き亘るように注入 し,封蝋の

後, 37oC で約 1ケ月間培養 した｡実験結果の

- 79-

判定は次の如 く行った｡

+ :培地全面及び炉紙片上にも平等に菌の発

育が認め られたもの｡

+:炉紙片上及びその周辺には菌の発育が認

め られなかったが,それ以外の培地画で

は旺盛な菌発育が認め られたもの｡ (壁

度の発育阻止)

-:炉紙上のみな らず殆 ど培地全 面 に 亘 っ

て,菌発育が抑制 されたもの｡

即ち,炉紙片に抗菌性物質が吸着 されていれ

ば,その活性の強さに応 じて結核菌の発育は炉

紙上及びその周辺部に於て,部分的若 くほ全面

的に抑制されるものと考え られた｡

以上の如 く折紙に於ける抗菌性物質の分布を

炉紙培養 法によって試験すると共に,同時に同

じ試料を展開 した折紙に就て,その化学的成分

の分布を検査する為,軽 々の定性反 応 を 行 っ

た ｡

2) 実 験 結 果

i) 細 菌 学 的 検 索

結果は第 7表に示す如 く,H37RV菌及びBCG

菌に放て行った実験では,一定の Rfに相当し

第 7表 折紙培養法 に よる実験成績

H37Rァ菌 :4週間培養

BCG菌 :4週間培養

鳥 京 菌 :3週間培養

607号菌 :10日間培養
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て,発育阻止帯が認められたo即ちH37Rv菌の

場合,菌発育は RfO.5附近 とフロントの2ヶ所

に於て抑制されたが,時によってはフpントに

相当する発育阻止帯を欠除 していることもあっ

た｡BCG菌の場合は更に多 くの阻止帯が認め ら

れた｡ 即ち H37Rv菌の場合と同様のRfO.5附

近及びフロントの2ヶ所の他に RfO.5以上の部

分に 1- 2ヶ所の阻止帯を認める場合が多かっ

た｡一方鳥京菌及び 607号菌に就て行った実験

では,原点よりフロントに至る何れの部分にも

発育阻止帯は認め られなかった｡ こゝに掲げた

表は模式図である｡

ii) 化 学 的 検 索

培養実験 と同時に展開を行った折紙に就て,

種々の定性反応を行った結果は第 1図の如 くで

あった｡

第 1図 炉紙上に於ける定性反応

schiff反応 Ninhydrin反応 NaphtoresorclnOI Ehrlich

反 応 反応

即ち図の如く炉紙上には Schiff反応,Ninhy-

drin反応, Naphtoresorcinol反応等多 くの反応

が認め られ,これ ら反応陽性の部分が RfO.5附

近よりフロント迄の間に重 り合って存在 してい

た ｡

先に抗菌試験によって H37Rv菌に対する発育

抑制が認め られたフロント及び RfO.5附近の2

ヶ所に就て更に詳しい検討を加える為次の如き

実験を行った｡

京大結研紀要 第 7巻 第 2号

先ず常に認め られる RfO.5附近に吸着された

抗結核菌性因子を大量に得る為, 一辺約 40cm

の正方形の折紙 (東洋折紙 No.50)を用いて,

メタノール抽出材料約 1ccを蒸溜水を溶媒とし

て,湿室内で,ペーパークロマ トグラフィ-上

昇法の要領で展開した｡約 20-25cm の高さに

フロントが達 した時,折紙を乾燥 し,Rf0.5に

相当する部分 (数ヶ所で音戸紙を細長 く縦に切抜

いて行った定性反応を参考 として)を巾1cmに

亘って切取 り,少量の蒸溜水中に切取った炉紙

を浸 して抽出を行った｡ この操作を繰返 してメ

タノール抽出材料 10ccより得たRf0.5に相当す

る部分の抽出液を一度乾固 (減圧下に)の後数

めて 1ccの蒸溜水を以て溶解 した｡乾固した状

態では,この物質は茶褐色カルメラ様をした粘

調な物質である｡

以上の操作により調整された抽出液の示す定

性反応は第 8表の如くであった｡

第 8表 RfO.5附近の抽出液の定性反応

ビウレット反応 (+)tAmideLinkageあり

ミ ロ ン 反 応 (+)iTyrosineあり

坂 口 反 応 (+)lArgininあり

ノイパウエルp-ド反応
ニンヒドリン反応(+)

Indol核あ り

a-aminoICarboxyl,
patternあり

義)}Rt孟オサルチル(-)iproteinなし

硫 安 塩 析 (-)lProteinなし

モーリツシ-反応(+) 還元能力あり

即ち,この抽出液中には尚多数の物質の混在

することが推定された｡叉,この様な方法によ

って抽出を行っても,その収量が甚だ少いため

試料 の純化, 抽出には適 当でない ことが判っ

た ｡

以上の折紙培養法による実験結果か らは,人

尿中のH37RV菌に対する抗菌性因子 としてほ2

種以上の異った物質が存在 し得ることが推窟さ

れたに止ま り,化学的同定の域に達することは

到底不可能 と考え られた｡

第 6葦 :考 操

健康人尿中の抗結核菌性因子に就て私の行つ
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た実験では,此の因子は H37Rv菌及び BCG菌

に対 して特に活性を示 し,鳥京菌及び 607号菌

に対 しては比較的活性を示 さなかった｡ この事

実は伊藤10)が先に invivoの実験で得た体液の

低分子成分の抗菌作用 とよく一致する結果であ

る｡

更に粗製材料中に含まれる活性因子は,恐 ら

くはかつて Bj6rnesjoや Dold等が研究 した尿

中の抗菌性因子 と同一のものを含むであろ うこ

とが推定されるが,叉之等の成績 と一致 しない

点 もある｡例えば Doldは加熱に よって抗菌力

が増加する点か ら, この物質は正常尿中の尿素

に由来するシア ン化合物であろ うと推定 してい

るが,私の実験では熱安定性は強いが,長時間

の加圧 ･加熱に よっては活性が反って減弱する

のを認め,Doldの仮定は成立 しない と考 え られ

る｡叉 BjGrnesjoの述べたエタノール易溶性な

る性質は私の場合には適合 しないのみな らず,

メタノール溶解性に比 してユタノ-ルにはむ し

ろ難溶性 と考 え られる程度のものであった｡'但

し,其の他の有機溶媒には甚だ不溶性であると

い う点では よく一致 している｡ この様な実験成

績の幾分の喰違いは, この抗菌性物質が単一の

ものでなく, 2瞳以上の物質の混在であると考

えると必ず しも不思議ではない｡ この事は折紙

培養法を用いることによ り確め られた｡従来 と

もすれば一元的に考え られて来た抗 菌 性 因 子

が, 2種頒以上の抗菌性物質の混合であること

を炉紙上のスポ ットの分離によって確認 された

のである｡従って Myrvikが Bj6rnesjoの実験

成績の中か ら抗菌性因子の有する性質を要約 し

てただ-税額の物質,即ちアスコル ビン酸がそ

の本体であろ うと考えた ことは早計であるはか

りでな く,そのメタノール難溶性 とい う性質か

らも事実にそわない ことは既に Bj6rnesjoも指
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摘 した ところである｡兎に角抗菌性物質が 2種

以上混在 していることは,その化学的同定を困

難に した主因であ り,今後更に検討を要するゆ

えんである｡

第7章 結 論

健康人尿の濃縮粗製材料に就て,●その中に含

まれる結核菌発育抑制因子の追求を 行 っ た 結

莱,此の因子は H37RV菌及び BCG菌に対 し普

明な発育抑制力を有 し,加熱に対 して比較的安

定であ り,セロファン馬英を容易に透過 し,水及

び純 メタノールに易溶性であるが,他の有機溶

媒には不溶性であ り,消化酵素に よる影響を殆

ど受けないO叉折紙培養法 とい う新法を用いた

結果か らすると,比の活性因子は 2種,或はそ

れ以上の物質 より成立っているものと推定され

るが,その物質の本体は不明である｡
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