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第1章 緒 言

健康人尿より調整した粗製材料を用いて行っ

た抗結核菌性因子に関する研究結果は前編1)で

詳述した｡即ち抗菌性因子は熱に安定であ り,

セロファン膜を容易に透過し,水及びメタノー

ルに易溶性であるが,他の有機溶媒には不溶性

であ り,2種以上の物質より成立っていること

が明かとなった｡しかし,この抗菌性因子に就

て化学的同定を行 う為には,更にその純粋化が

必要である｡そこで私は粗製材料を原 料 と し

て,出来るだけ純粋に抗菌性因子を分離,抽出

することを試みてみた｡本節に於ては先ず抗菌

性因子の精製過程に就て検討を加え,更にかく

して精製された物質に就て2-3の検討を行っ

たのでこゝに報告する｡

第2章 実験材料及び実験方法

1) 実 験 材 料

前編1)で述べた粗製材料及びメタノール抽出

材料を用いて精製実験を行った｡

2) 実 験 方 法

実験材料に就て活性炭による吸着,濃縮実験,

有機溶媒による精製,及びイオン交換樹脂によ

る分割等種々の精製実験を行った｡詳細に就て

ほ各章で述べる｡

第3章 活性表による吸着

1) 実 験 方 法

酷酸処理 した約 100gの植物性活性炭を,荏

15cm の漏斗に,厚さ 2-3cm になるように流

し込み,充分蒸溜水で洗漉した後,粗製材料約

10ccを活性炭層を通 して吸引炉過した｡続いて

蒸清水1-1.52を流 して,硝酸銀による白濁が

その折液に証明出来なくなる迄洗源 した｡以上

の炉液を集めて モ炉過部モと呼ぶ｡次に20%酪
酸水,7%アムモニア水,純メタノールを溶出

剤として,夫々約 1′クを炭Pを通 じて吸引炉過

した｡これを各瞳溶出剤に対する も溶出部勺と

呼ぶ.炉過部及び溶出部は夫々別の容器に入れ

て,完全に乾固する迄減圧濃縮操作を行った｡

その後正確に 10ccの蒸溜水に溶解したものを

原液 として倍数稀釈を行った試験管列を作 り,

これに就て抗菌試験を行った｡抗菌試験は薫溜

水により倍数稀釈した炉過部及び溶 出部 試 料

1ccに予め2倍濃度に調整してあるキルヒナ-

原液 1ccを加え,更に0.3ccの栄研製血清アルブ

ミンを添加した培地を作 り,辻 ･山本2)の結核

菌石油ベンヂン浮溶液による S.C.M.を行っ

た｡約10日間培養の後,結核菌の発育程度を染

色検鏡して判定し,各試料の菌発育阻止濃度か

ら,試料の有する抗菌力の程度を判定した｡結

核菌発育判定規準は次の通 りである｡

Ⅲ :菌の発育旺盛で,集落が重 り合い,網目

状をしているもの｡

≠ :菌の発育良好で､弱拡大 (5×10)検鏡

によりその発育を確認出来るもの｡

十 :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｡
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第 1 表 活性炭に吸着された抗菌性国子の溶出実験成績

83

p - 過 部 E-r+t≠
対照 J粗 製 材 料 十i井鼎≠ 十

H37Rァ歯､キルヒナ-培地､10日間培養

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総てこの規準を適用

した｡

2) 実 験 結 果

第 1表に示す如く活性炭による吸着部 (溶出

那)には H37Rv菌に対する強い抗菌力がある
に反して,炉過部には殆 ど抗菌力が無かった｡

即ち抗菌性因子はほゞ完全に活性炭に吸着され

たものと思われる｡叉溶出剤 として用いた3位

頬の試薬中,20%酪酸水が最も完全に抗菌性因

子を溶出した｡これは対照として粗製材料を用

いて行った抗菌試験の結果と比較して明かであ

る｡

この輯酸溶出液に就て種々の定性反応を行っ

て見ると,ビューレット反応陽性,アダムキー

ヴィツツ反応陽性, ミロン反応陽性,ニンヒド

リン反応陽性,モー リッシ ュ反応陽性で,尚多

数の物質が混在していることが想像された｡

次にこの酪酸溶出部に就て, Bj6rnes]'03) が

述べた如 く,抗菌性因子が特にグリシンと関係

があるか どうかに就て検討を加える為,酷酸溶

出部に就て,ア ミノ酸定量を行った｡ア ミノ酸

の同定及定量は扇形折紙によるペーパークロマ

トグラフィを行った後,ニンヒドリンで発色さ

せ,デンシトメーターによって発色の程度を概

ね 5段階に分けて比較したものである｡

この結果は第 2表の如くであったが､溶出液

中には glutamine,glycine,asparagineが比較的

多量に混在していることが判った｡しかしこれ

らアミノ酸のサンプルを用いて行った抗菌試験

では通常尿中に存在するこれ らア ミノ酸の濃度

第 2表 活性炭よりの酷酸ミ容出部に含まれる
アミノ酸定量実験成績
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加水分解:6N-HCl 15時間加熱

では抗菌力を認めないと言われているので, こ

れ らのア ミノ酸が直接抗菌力の原因となってい

るとは考え難い｡

以上の活性炭による吸着実験の成績か ら,玩

菌性因子がよく活性炭に吸着され,而もよく活

性を失わずに20%酪酸水により溶出されること

が判ったが,この溶出液 も未だ多数の介雑物の

存在が推完され,純粋な状態であるとは言えな

かった｡そこで次に有機溶媒による溶解度の差

を利用して,抗菌性因子の精三三を試みた｡
第4章 有堆溶媒による梼製

1) 実 験 方 法

前編で述べた如く,抗菌性因子は蒸溜水及び
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純 メタノールには良く溶けるが,その他の有機

溶媒,即ちブタノール,アセ トン,ベ ンゼン,

エーテル等には不溶性である｡故に濃縮乾固し

たメタノール抽出材料をこれ ら不溶性の薬剤で

充分洗液することにより,これ ら有機溶媒に溶

け易いと思われる脂肪及びその分解産物の大部

分を取 り除 くことが可能 と考えられる｡私はエ

-テル及びアセ トンを用いてメタノール抽出材

料を充分洗ってみた｡即ち材料 (メタノール抽

出材料10ccを乾固したもの)に約 100ccのエー
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テル或はアセ トンを混和して,数時間放置後炉

過するとい う操作を3回繰返 した後,その残連

(不溶部分)一に就て抗菌試験を行った0

2) 実 験 結 果

結果は第3表の如く,抗菌力の損失は殆んど

認められなかった｡ しか し,この試 料 に 就 て

ち,尿素,尿酸を始め程々の塩類や,ペブタイ

ド,ア ミノ酸,糖等の存在が定性反応で証明さ

れ,抗菌性因子に関しては不純であると思われ

た｡

第 3表 有機溶媒により洗液した試料の抗菌試験成東

対照 :≠ H37Rァ菌､S.C.M.10間培養

第5章 イオン交換樹脂による系
統的分割

1) 実 験 方 法

この実験に使用したイオン交換樹脂は次の3

榎類である｡

Amberlite IR-120

Amberlite IR-4B

Amberlite IRA-400

これ らイオ ン交換樹脂を使用した系統的分割

法は次表の通 りである4)0

即ち第 4表の如く,第 Ⅰ分割はア ミノ酸及び

ポ リペブタイ ド,第 ∬分割は有機塩基及び無機

カチオン,第 I分割は有機酸及び無機アニオン

第ⅠⅤ分割は糖を含む分割である｡
粗製材料に就て以上の系統的分 割 操 作 を行

い,Ⅰ～ⅠYの各分割を減圧濃縮操作により乾固
し,材料 と等量の蒸溜水に溶か した もの に 就

て,夫々抗菌試験及び昏性反応を験 したO

第 4表 イオン交換樹脂による系統的分別方法

粗 製 材 料
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2) 実 験 結 果

粗製材料10ccに就てイオン交換樹脂による系

統的分割を実施 した結果,Ⅰ～ⅠⅤの各分割を得
た｡こられ各分割の性状及び定性反応は第5表

の如くであった｡

第 5表 各分割の性状

外 観 は::長踊三品

H37Rァ菌,キルヒナ-培地,S.C.M.10日間培養

即ち,各分割の分離は完全とは言えないにし

ても,概ね理論通 りに分割されたものと思われ

た｡

次にこれ らの各分割に就て行った抗菌試験の

結果は次表の如くであったO
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第 6表 替分割の抗菌試験成績

J64XP叫 16×軒 4× 2×11×
対照 :≠

pH7.0

即ち第 6表の如く,H37Rv菌に対 しては第 I

及び第 I分割のみが抗菌力を有し,第 Ⅰ及び第

ⅠⅤ分割には抗菌力が全く認められなかった｡
更に,この第 Ⅰ及び第 1分割に就て,BCG菌

及び鳥京菌の発育に対する抑制力を試験 した｡

結果は第 7表の如くであ り,第 Ⅰ及び第 1分

割とも BCG菌に対 して発育抑制力を示すが鳥

京菌に対 しては,H37RV菌やBCG菌の場合程強

い抑制力を示さなかった｡これは前編に述べた

粗製材料のこれ ら菌株に対する発育抑制力の持

つ傾向と大体同じである｡

第 7表 第 Ⅰ及び第 Ⅰ分割の各位菌株に対する抗菌力

H37Rァ菌及びBCG菌は10日間培養,鳥京菌は7日間培養

第 Ⅰ分割に於ける抗菌力の原因が如何なる物

質であるか知る為,この分割に 6N塩酸を加え

て,1000C15時間加水分解操作を加え, その

試料に就て,pH7.0で抗菌試験を行った｡

結果は第 8表の如く,加水分解を受けた試料

の抗菌力は著明に低下していた｡即ち第 Ⅰ分割

の抗菌力の主因は加水分解操作によってその清

第 8表 第 Ⅰ分割加水分解による
抗菌力の変化

対照 :≠ H37Rァ歯, S.C.M.10日間培養

S.C.M.

性を失 うとい う事実か ら,ポ リペブタイ ドであ

ることが推定された｡

第 Ⅰ分割の抗菌性因子に就ては,その原因が

如何なる物質によるか末だ充分証明出来なかっ

たが,エーテル酪酸水及びフユノール蟻酸水を

溶媒として,ペーパークロマ トグラフィー (上

昇法)を行い, B.P.B.- アムモニアガスによ
る検出で2種瑛以上の酸が含まれている事を知

った｡

この分割は,末だこの段階では結晶とならず

茶褐色カルメラ様の粘調な物質であ り,高分子

の有機酸を含んでいるとも思われるが,更に詳

しい検討を加える為には純化する必要があると

思われる｡
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第6章 考 捷

健康人尿中の抗菌性物質を追求し.出来るだ

け純粋な形で取出そ うと試みた｡その試みは未

だ完全に終了はしていなが,活性炭による抗菌

性物質の吸着,溶出実験からは,得た材料は不

純であったにせよ,私の追求している抗菌性物

質が,フユノール核をもった芳香族化合物であ

ることを充分疑い得る｡

メタノールに可溶であ り,他の有機溶媒に不

溶であるとい う性質も､この物質の精製には有

用な性質であると考える｡

次に行ったイオン交換樹脂による系統的分割

によって,抗菌性因子として根本的 に 異 る 2

種の物質,即ち有機酸及びポリペブタイ ドの2

着が存在することを証明した｡勿論,第 Ⅰ分割

に於てほアミノ酸が,第 Ⅰ分割に於ては無機ア

ニオンが混在しているのではあるが,これ らが

特に著明な抗菌作用を有 しないとい うことは,

既に Bj6rnesjo5)や森田6)が証明している｡第

Ⅰ分割の抗菌力が加水分解によって著明に減弱

するという実験結果も,やは り抗菌力の原因が

ポリペブタイ ドにあるという推定を裏書きする

ものではる｡第 l分割に就ては更に抗菌性因子

を精製分離 して検討を加える必要があると考え

られるOしかし何れにせよ2種以上の物質.が尿

の抗菌力の原因となっているという事実は過去

に於て何人も指摘し得なかったことであ り,甚

だ興味深い事実と言 うことが出来よう｡
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生体外に取出した材料に就て抗菌性因子の抽

也,精製実験を重ねていることが,その操作中

に起る材料の変性,特に結核菌の発育に有害な

影響を有する分解産物を出現させる可能性があ

ることは前編でも述べたが,之が吟味は,将来

抗菌性因子の純粋分離が成功したあかつきに於

て可能となろう｡

第7章 結 論

1)抗菌性因子は活性炭によりはゞ完全に吸着

され,20%酪酸水によっては ゞ完全に溶出さ

れる｡

2)抗菌性因子はイオン交換樹脂を用いた系統

的分割により,アミノ酸,ポ リべブタイ ドを

含む分割,及び有機酸を含む分割に分れて存

在する｡

3)更に詳しい検討の結果,抗菌性物質はポリ

プタイ ド及び高分子の有機酸であろうと推定

される｡
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