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正常動物の体液中に著明な結核菌発育抑制作

用を有する低分子物質が存在することは,辻一

伊藤の Chamber法1,2)による実験の結果明か

となった｡ 本物質は 健康人の尿3,4),血清5,6),

正常動物の血清5,6)及び臓器7,8)中に存在 し,負

疫動物に おいて も特に 量的 増加を 認めなかっ

た9)｡従って結核感染に対する 生体の自然抵抗

力に関連する物質 と考えられる｡

著者は健康人尿を実験材料として結核菌発育

抑制因子を追究 し,著明な活性を示すペブタイ

ドの分離に成功 した10,ll)｡ しか し,本物質の収

量が微少なためその化学構造を決定するには至

っておらず,その生物化学的重要性の散に,更

に実験を進めて活性因子の全貌を明かにしたい

と考えている｡従って化学構造決定に必要な量

の試料を得 るため,多量の尿を処理出来る実験

方法について研究 したので,その成績をirF記

述する｡

⊂実験材料及び実験方法〕

尿の採集

昭和43年9月より昭和45年 7月に至る期間,主とし

て陸上自衛隊及び大阪市内各種工場の労務者より尿を

敬,西田 敏弘

蕃,渡辺 照

採集した｡尿 1500βを1ロットとし,各ロット毎に

番号を附して実験に用いた｡

活性炭カラムクロマト

粒状活性炭 (和光純薬社製)を用い,10×100cmの

カラムを作製,酪酸活性化した｡各カラム宛尿 3000g

について吸着操作を行った後,蒸滑水 5g,5%酪酸

5gを用いて洗漉した｡次で20%酉苦酸 10βを用いて溶

也,溶出液を減圧乾固した｡

メタノール抽出

50gの材料に2gのメタノールを加え,約60分間撹
拝後 2oCで一夜静置したoこれを遠沈して得た上清

を一度減圧下で乾固した後,再び26のメタノールを
加えて上記と同様の抽出操作を行った｡

陰イオン交換樹脂によるカラムクロマ ト

AmberliteCG400(Amberlite社製,200-400メ

ッシュ)を用いて10×50cmのカラムを作製し,OH~

型として使用した｡通常1ロット当り1本のカラムを

必要とした｡試料吸着後,水洗,2N塩酸3gで溶出

a,b及びCの3分割を得た｡各分割を迅速に減圧乾

固し,次段階の実験材料とした｡

陽イオン交換樹脂によるカラムクロマ ト

Dowex50Wx8(Dow社製,200-400メッシュ)

を用いて 2.4×26cm のカラムを作製し,H+型とし

て使用した｡5-6gの試料を水約50mlに溶解,吸
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着,水洗の後 1.5N 塩 酸 36,4N塩酸 1gを用いて

逐次溶出した結果,A,B,C,D,E及びFの6分割を

得た｡各分割は減1f三乾固後,低混下に保存 した｡

抗菌試験

試料は水溶液とし,蒸溜水を用いて倍数稀釈列を作

製 した (通常1:1-1:32の6本,必要に応 じて更に低

濃度のものを追加 した)0

これに等量の10% 年血清アルブミン (Armour社

製)添加キルヒナ-培地 (2倍濃度)を加えて試験培

地として 使用した｡試験菌 としては Sauton培地培

養の人型結核菌株 H37Rv,生型 結核菌株 RM 及び

BCG,鳥型結核菌株鳥京及び Mycobacteriumphlei

を用いた｡試験方法はすべてSlideCultureMethod12)

によった｡

Mycobacterium を除 く他の細菌及び糸状菌に対す

る抗菌試験 も上記と同様試料の倍数稀釈列に2倍濃度

のブイヨン或は葡萄糖ブイヨンを等重添加 した培地を

用 い ,Coleman(Model9)の比濁計で250単位 の濃
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度にした各薗液を 1滴 (約 0.05ml)を滴加 して試験

した｡試験菌 と して は Aspergillusfumigatus,

Candidaalbicans,Nocardia asteroides,Sporo-

trichum schenckii,Escherichiacoli,Salmonella

typhosa,Bacillussubtilis,Staphylococcusalbus,

Staphylococcusaureus及び Sarctinaluteaを使

用した｡

紫外線吸光度測定

抗菌聞手精製の過程で得た客分劃についてはUV
レコーダー (LKB社製 253mFJ)で連続的に紫外線吸

光度を記録 した｡史に必要に応 じてペ ックマン型分光

光度計 (島津社製)を用いて 手動で UV吸光度の測
定を行った｡

薄層 クロマ ト

各分劃についてはシルカゲル藻屑 クロマ トを行った｡

溶媒としては主としてブタノール,酪酸,衣 (4:2:1)

及びブタノール,ピリジン,酪酸,水 (30:20:6:24)

をmい,上昇法でクロマ トを行ったO墨色反応として
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は,ニンヒドリン反応,パウリ反応,ヨー ド呈色反応

を行い,又 UV 吸収についても試験した｡

〔実験成績〕

1. 採集方法 と活性分画 E(aE)の収量

表 1は今回行 った試料の精製方法 (第 Ⅲ法)

を従来の小規模な精製方法 (第 Ⅰ法) と比較対

照 した ものである｡第 Ⅰ法ではイオ ン交換樹脂

処理が先行 したため,大型 カラム (径 10cm,良

さ 50cm)を用いて も その容量は 各 カラム当り

10gの尿処理が限界であった｡そこで第 Ⅱ法に

おいては第 Ⅰ法の第 2段階で行 っていた活性炭

カラムクロマ トを先に実施 した｡ この結果多量

の尿処理が可能 となったが (1本の活性炭 カラ

ムに各 300の,通過速度が遅延せぬ様粒状活性

炭を使用 したため単位尿量当りの収率は低下 し

て最終分劃の収率は第 Ⅰ法の 6%強に過ぎな く

なった｡ しか し原尿の処理速度が約30倍速 くな

ったため結果的には収量は第 Ⅰ法の 1.8倍に達

し, 1ロット(1500の 当 り平均 255mgの活性

分劃 aEを得た｡ この 収率 減少の 最大原因は

表 2で明かな如 く,第 Ⅲ法の原尿- (活性炭 カ

ラムクロマ ト)- メタノール抽出分劃の問に活

性約 5倍上昇,乾燥重量約 1/333に減少,と著

明な活性の損失が認め られることより,活性炭

粒子が粗大 となったため全体 として吸着容量が

減少 したためと考えられる｡

又第 Ⅲ法においては第 Ⅰ法で得た分劃Bに相

当す る分劃 aBに全 く抗菌活性を認めなかった｡

これについては次に述べ る｡

2. 第 Ⅰ法 と第 ⅠⅠ法 における Dowex50

カラムクロマ トの実験成績の比較
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15NHCL UV【摂収 4

NHCL図 1 第 Ⅰ法･と第Ⅲ法におけるDowe x50
カラ ムク ロマトの実験 成績
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図 1は第 Ⅰ法及び第Ⅲ法における Dowex50

カラムクロマ トの紫外線吸収及び抗菌活性の分

布曲線を示すものである｡紫外線吸収曲線に関

しては両者の問に著明な相違は認められない｡

一方抗菌活性については分割Eに両者共略同様

に著明な活性を認めたが,分割Bの活性は第 1

法にのみこれを認めたのみで,第Ⅲ法の場合,

全 く活性が欠除 していた｡この理由については

①活性炭カラムの吸着状態の相違②精製過程に

おける塩酸溶液よりの減圧乾田 (表 1※印,第

Ⅲ法にのみあって,第 Ⅰ法にはこれに該当する

操作はない)の際に起る加水分解,などが挙げ

られる｡第 Ⅰ法によって得 られる活性分割Bは

図2の如 く,採集後一度減圧乾固して同条件下

に Dowex50カラムで 再クロマ トすると,宿

性は 100%分割Eの位置に移動 し,元の分劃B

の位置には全 く活性を認めなくなる｡一方分割

Eについては再クロマ トの結果,元と同じ位置1.
に 100% 活性を証明したことから著者はこれら

の現象を,分割B小の活性物質が部分的加水分

解を起 し,比較的酸に安定で且つ低分子である

分割E｢71の活性物質に変化 したものと考えるQ

この実験成績より考えて,分割Bl中の活性物質

1回白のカラムクロマト 試料4q,TJラム寸法24x26cm
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図2 B分劃及びE分劃の再カラムクロマト
の成績
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法の場合分割Eにのみ活性を認めた理由と推定

される｡3. 第 Ⅰ法と第ⅠⅠ法における

分割 Eの比較第Ⅲ法によって得た

分劃Eは2-3種類の結晶性物質と褐色粘調な

物質の混合物で,ニンヒドリ

ン反応陽性,モー リッシュ反応陰性の分割であ

り,薄層クロマ トによって数個のヨー ド反応陽性のスポ

ットを認める｡本分割は人型結核菌や牛型結核菌に対 してはinv

itroで著明な抗菌作用を示 し(最低発育阻止濃度 16FLg/ml),Streptomycin,

PAS及びINH 耐性菌にも夫々同様の効果を発揮するが

,烏型菌,M･phleiに対する抗菌作用は 比

較的微弱で,Mycobacterium 以外の 微生物に対 し

ては 250FLg/mlの濃度では発育抑

制作用を示さない (表3)｡以上の化学的性状及び

生物学的性状は第 Ⅰ法で得た分割Eの場合と殆ど同じで

ある｡分劃 Eは多量の adenineを含んでお

り13),adenine自身結核菌発育抑制作

用を有するが,その作用は微弱 (最低発育阻止

濃度 250-500〟g/ml)である

ので尿の主抗菌園子は分割Eにおける他の微量物質で

あると考えられ,その活性 の極 め て 高 い こ とが

予 想 される｡現在18,000gの尿を 第 Ⅲ法に従

って処理 し,約 3gの分劃Eを得て,更に主因

子と思われる物質を分離精製中であるが,第 Ⅰ

法の場合11)と同様,ペブタイ ド株物質を

得ている｡従って第Ⅲ法によって得た活性物質

も第 Ⅰ法の場合と同一の物質であろうと考えられる｡

〔考 按〕人尿中に著明な結核菌発育抑制

作用を有する因子が存在することは1947年 Dold14'によっ

て報告されたがその本体については今日に至っ

ても尚不明の点が/少 くないoBjbrne

sj015～19)はこの抗菌因子の本体につい
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表3 種々の微生物に対する分劃 aEの発育抑制作用

微 生 物 培 地
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薗
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朋
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年

B

烏 jiミ

M.phlei

E.coli

Sal.typhosa
B.subtilis

Sh.dysenteriae
St.albus

St.aureus

Sar.lutea

キ ル ヒ ナ -

〝

〝

〝

〝

//

〝

〝

ブ イ ヨ

〝

〝

〝

〝

〝

〝

㌻

Cand.albicans 葡萄糖 ブイヨ ン

Asp.famigatus
Noc.asteroides

Spor.schenckii

1

-

-

1
-

-

-

｣

培 養 方 法
-
---

r

最低発育阻止濃度 〃g/ml

批

択

舵

16

16

16

16

16

16

抗

〃

抗

〃
〃

〃

〃

〃

〃

抗

〃
〃

〃

牲

牲

性

抵抗性 :分劃 aE250FLg/mlの濃度で発育抑制を認めなかったものQ

物質で,活性炭に吸着され,電気透析により陽極

側に移動し,水,エタノールに可溶性であるが,

エタノール以外の多くの有機溶媒に不溶性であ

り,pH 酸性側で著しい活性を示す｡本因子は

結核患者尿中で特に増量しないことが明かにさ

れており,この点では自然低抗力に関与する-

因子という著者の主張と一致しているoその後

MyrvikandWeiser20)はこの Bj6rnesjoの報

告より尿中の抗結核菌性因子はアスコルビン酸

又はその誘導体ではないかと推定し,アスコル

ビン酸を大量投与した人尿に結核菌発育抑制力

が増強するという実験成績より,活性因子の本

体はアスコルビン酸又はその誘導体であろうと

結論した.しかしBjbrnesjo21)はこの Myrvik

らの結論に対 し,抗菌因子のメタノール溶解性

がアスコルビン酸と異る点を挙げて反対 した｡

その後著者らは,結核感染に対 す る生体の防

衛機序に 関す る系統的研究に お い て,所 謂

Chamber法1,2)を用いた体液性抗菌因子 につ

いて実験を行い,健康人尿中に著明な結核菌発

育抑制作用を有するペブタイド様物質の存在を

証明し,或る程度迄これを分離精･製することに

成功した10,ll)｡本物質は人尿のみならず健康動

物の血清や臓器内にも存在するものと推定され

る10)｡先に DubosandHirsch は仔牛の胸腺

より Thymuspeptideを分離し22-24),その後

Francは抗結核菌性 ペブタイ ドを ミルク中に

証明した25)｡この様に正常動物の体液中に結核

菌発育抑制作用を有するペブタイドが発見され

たが,その活性は著者らが分離したペブタイ ド

が最も強力である｡従ってその化学構造を決定

することは結核感染に対する動物の自然抵抗力

の機構解明上極めて重要なことと思われる｡

しかし,尿中の微量成分に過ぎないペブタイ

ドを自然の形のまま,而も純粋に採集すること

は,今日の技術をもってしても尚困難であり,

その分離操作中若干分解することは止むを得な

いものと考えられる｡実験成績に示した様に著
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者 らのペブタイ ドも或る程度水解を受けてかな

り低分子化 しているが,その抗菌活性に関 して

は表 2に見 られる様に殆 ど減弱が認められない

ので,むしろその活性グル-プの化学構造の決

定には好都合であるとも言い得 るであろう.｡

18,000βの人尿を処理 して 約 3gの活性分割

aE を得たが,この申に含まれる 目的物質は約

1/100と推定される｡著者 らが開発 した新 しい

方法によって更に多量の材料が処理されること

により,近い将来にその本体が明かにされるも

のと期待 している｡

〔要 約〕

健康人尿 中 の結核菌発育抑制物質の中でも最

も著明な抗菌活性を有するペブタイ ド杖物質を

分醍精製するため,従来の小規模な分離精製方

法に代る新方法について研究 した｡その結果,

活性物質の活性グループを損わないで,従来の

方法で得 られた分割Eに 相当する活性分割 aE

をかなり多量に収獲することが出来た｡
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