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結核菌培養炉液中よりのβ-Glucuronidase inhibitorの

分離ならびに性状について

清　　谷

緒　　　　　R

結核菌その他の細胞内増殖性細菌が宿主食細胞の菌

,∴'..!　　　　　　　　-

が明らかにされているわけではたいが,近年多くの知

見が積み重ねられている。

Densen and Mandelll'の総説によると,そのメカ

ニズムは白血球の走化性の阻害21,8)白血球表面への

∴‥. '・'蝣!  !蝣'蝣'."・'く∴l　　　一

酸化的代謝活性先進の抑乱phagosomeとIys

の融合を阻害することによる脱幕粒現象の阻止41-7)

lysosome由来の津菌性因子に対する抵抗性8) , phago-

someからの回避および瀞細胞因子の産生など,宿主

食細胞の食作用の全過程に及ぶといっても過言ではな

い。しかし,その作用磯作は細胞内増殖性細菌のすべ

てについて一様に論ぜられるものではなく,菌および

食細胞それぞれの関連によって様々な様相を呈するo

食細胞の潜函棟構に抵抗する結核菌のメカニズムに

っいて　Armstrongら4),5)ぉよびHartら),7)は,電

顕的観察により,細胞の脱額粒現象の阻害を, jakett

ら9ト11)はIysosome　由来酵素の作用に対する抵抗性

をあげている。近藤ら12ト14',および金井ら15'は結核

菌と宿主食細胞膜(食胞険)のリン脂質ならびにコレ

ステT=-ルとの相互作用について検討を加え,リソ脂

質よりある種の脂肪酸が遊離すると,これが結核菌に

対して聯菌的に作用するとしている。 Colwellら16'は

結核菌の水抽出液が食細胞のIysosome- β瑠Iucuro・

nidase　の活性融[摘けることを報告した。また,田

坂ら17)はIysosome酵素の殺菌麟構ならびにその特異

な結核乾酪化病巣の成立における役割りを解明するこ

とを意図して,結核菌培養炉液中にIysosome酵素活

性を修飾する因子の存在を求めて追求したところ,

克　　寛

広島大学医学瓢細菌学教室(指導:松尾書恭教授)
受付　昭和56年7　月18日

acid phosphataseをほしめ数種のIysosome酵素活

性に対して阻害作用を示す透析性の低分子物質が結核

菌から由来することを見出すとともに,阻害活性物質

は-種類にとどまらないことを指摘した18)。

今回著者は,結核菌の培養炉液について非透析性の

L・ヨーglucuronidase阻害物質の分離を試みたところ,硫

安塩折により沈澱しない分子量約25,500のタン自矧生

の阻害物質の存在を見出したので,その分離・精製な

らびに若干の性状について報告するO

実験材料および方法

1.供試菌株

国立予防衛生研究所より分与されたヒト型結核菌

Mycobacterium tuberculosis H37Rv株およびウシ塑

結核菌M. bovis BCG株。

2.供試培地

根本らの変法Sauton培地　(T表)を用いた。

根本らの変法Sauton培地の組成

L-asparagine　　　　　　　　8. 0 g

Citric acid　　　　　　　　　　2. 0

KまHPO4　　　　　　　　　　0.5　g

MgSO4 -7H20　　　　　　　0. 5

Ferric ammonium citrate　　50. 0　mg

Ca Cl2

ZnSO,

CuSO4

Co (NOs),

Glvcer ol

66.6　mg

26.7　mg

4. 14 mg

1.33me

60.0　ml

ァンモニア水でpH 6.8-7.0に調整し,蒸留水

で全量1,000mlとする。

これを11の三角フラスコに200mlずつ分注して

121。C 15分間高圧滅菌したO
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3.培養炉液の調製

M.tuberculosisH37Rv株を上記根本らの変法

Sauton培地に37-Cで浮上培養し3-4週後にグ、

ラスフィルター(GF/B:Whatman)で炉過したもの

杏,必要に応じてさらにメソブランフィルター(TM4:

東洋化学産業)で炉過した。

4.酵素活性の測定法

(1)供試酵素液の調製

1)正常動物由来の酵素液の調製

主として各種動物由来の頁ぜ摘田胞のIysosome酵素

を供試した。

モルモット好中球は,Simmonsらの方法20)に準じ

モルモット(--トレー系,8,体重約400g)の腹

腔に12%カゼインー生理食塩水(pH7.4)を12ml/kg

注入L,18時間後に屠殺・放血し,生理食塩水にて腹

腔に穆出した好中球を採取したC

モルモット牌腔マクロファージほ,Orenらの方

法21'に準じてモルモットの腹腔に1.2カゼイン-坐

理食塩水(pH7.4)を30ml注入後4日目に腹腔に

津MilA:--、・て蝣"r叫-,・一括耳、'<!∴

モルモット肺胞マクロファージは,正常モルモット

を屠瀞・放血後,肺を摘出し,気管より生理食塩水を

注入・洗浄して採取した21)。

マウス腹腔マクロファージはCF-1マウス(41

8週令,8)の非刺激腹腔溶出細胞より採取した22'、

23
0
ニワトリ好異球は,近森らの方法24'に準じてニワト

リ(体重約2kg)の体腔内に0.1%グリコゲソー生

理食塩水を100ml!kg注入した。48時間後に同量の

0・1%グリコゲンを注入し,さらにその8時間後には

同量の10/1/oグリコゲンを注入し,最後のグリコゲソ注

入8時間後に,ニワトリを屠殺・放血して体腔内に珍

出した好異棟を生理食塩水にて採取した。

ニワトリマクロファージは,馬場の方法25)に準じ

て,ニワトリ(体墓約:kg)の体腔内に4%ゼラチ

ン一生埋食塩水20mlを注入し,48時間後に屠殺・放

血して採取した。

ヒト末梢血白血球は,広島赤十字病院血液センタ-

よF,)供与されたヒト濃縮血液より,Clausenの方法26'

に準l:て,血液4容に対して6%デキストランー生理

食塩水1容を加えて,37-C1時間静置後,上清の

pla層およびbu8°vcoatを採取したo

以上採取した細胞は生理食塩水で2-3回遠心洗

浄穣o.1%TritonX-100を加え,テフロンホモジナ

イザー智用いてホモジネ-トを作成し1,500×g 15

分間遠心した上清を酵素液として供試したO

なお, lysozyme活性測定にはOrenらの方法21)に

準t+て得たモルモット腹腔マクロファージから, de

Duveら27)ぉよびCarrolらの方法28)に準じて部分精

製した酵素液を用いた。すなわち,採取したモルモッ

ト腹腔マクロファージを生理食塩水で遠心洗浄後,最

終的に0.25M sucroseを加えてホモジネ-トとし,

1,000X g lO分間遠心した上清をさらに18,000× a 20

分間遠心し,その上清をgranule rich fraction　とし

た。このgranule rich fractionを0.01Mクエン酸

に対して透析・可酎ヒしたのちに　CM-sepharose

(Pharmacia)を用いるイオン交換クロマトグラフィー

で　0.05M potasium phosphate buffer (pH 7.4)で

食塩濃度0-1M gradientで溶札得られた活性画分

を部分精製Iysozymeとして供試した。

このほか,市販の酵素標晶として,牛肝臓由来の

β-glucuronidase (Worthington), Helix pomatia由

来の　β-glucuronidase/arylsulfatase (Boehringer

Mannheim),大腸菌由来のβ-glucuronidase (Boehr-

inger Mannheim),卵白由来のIysozyme (Sigma)お

よび人尿由来のIysozyme (Worthington)をも供試し

た。

2)免疫モルモット腹腔マクロファージ由来の

β-glucuronidase調製法

M. bovis BCG (予研株)の生菌1.2×106個を,

モルモット(-ートレー系, 8,体重約300g)の大

腿部皮下に接種後5過削こ, PPD 5pigを用いて皮内

反応を行い, 48時間後,発赤の程度により遅延型アレ

ルギーの発現を確認し,直ちに1.2%カゼイン-生理

食塩水(pH 7.4)を腹腔内に注入して渉出したマクロ

ファージを採取し, Nozawaらの方法29)に準じて調製

した。すなわち,腹腔に渉出したマクロファージを10

,oi牛胎児血清加199培地にて採取後,同培養液にて

213回遠心洗浄したものをプラスティックシャーレ

に入れ, CO2-incubator内で37。C　2-3時間培養

した。ついで,培養液で細胞画をよく洗い非吸着細胞

を除去したのちにImM EDTA加PBSト)を加

えて室温に15分間静覆し,ラバーポリスマンにて吸着

細胞を剥離した。得られた吸着細胞をPBS(-)にて

2-3回遠心洗浄後, 0.1% Triton X-100を加えて

ホモジネートを作成し, 1,500×g15分間遠心した上

清を酵素夜として供試したO
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(2)酵素活性の測定法

1)酸性加水分解酵素活性の測定

Meadらの方法.30,81)に準じて,4-methylumbelli-

ferone誘導体を用いる蛍光比色法で潮促した。

反応液組成:0.1Macetatebuffer(pH5.0)に0.2

TritonX-100を加えたもの。

供試基質:4-1ethylumbelliferyl.(4-MUト0-D-

glucuronide,4-MU-phosphate,4-MU-2-acetamide-

2-deoxy-β-D瑠Iucopyranoside,および4-MU-β-

galactopyranoside(いずれもKochLightLaborato-

ries)を無水ethyleneglycolmonoethylether(methyl

cellosolve)に10mMになるように溶解してstock

solutionとし,用時上記反応液にて稀釈し,最終基質

濃度が0.2mMになるように調整した。

測定法:基質液100!11と酵素液100′`1を37-C

で20分間incubateLたのちに5mMEDTA含有

50mMglycinebuffer(pH10.4)3.3mlを加えて反

応を停止させ,遊離した4-MUを蛍光比色計(日立

分光蛍光光度計204塑)のE35iF45oiimで測定した。酵

素活性はpmole/min/mlで表わした。

2)lysozyme活性の測定

MicrococcusluteusATCC4698の菌浮遊液を基質

として用いるParvyらの方法の一部を修飾して測定

した。

反応液組成:0.1Msodiumphosphatebuffer(pH

5.5。

供試基質:M.luteusATCC4698(Boehringer

Mannheim)を反応液にて0.1mg/mlとし,溶解後

東洋折紙N0.2で炉過したものを基質液とした。

測定法:基質液2.5mlを光電比色計のキュベット

に入れ,37。C1-2分間preincubateLたのちに,

酵素液0.1mlを加えてよく混和,100-50塑分光光度

計および200-0510型10mmセル循還水式恒温装置

(いずれも日立製)を用いて37-CでOD45onmの減

少率を求埼た。酵素活性はSigmaunits/mgsolidor

ingproteinとして表わした。

3)cathepsinD活性の測定

-モグロピソ(Typel,Sigmaを基質として測定し

たOすなわち,酵素液0.5mlにQO/o/。-モグロビン液
0.25mlと1Mformatebuffer(pH3.0)0.25mlと

を加えて45-C分間incubateLたのちTCA

5mlを加えて反応を停止させ,1,500×glO分間遠心

した上清液について,Lowryらの方法32)に従って遊

離tyrosineを定量した38)。

5.酵素阻害活性の測定法

前項4の「酵素活性の測定法」と同様の手順で行っ

た。すなわち,各基質液に酵素活性測定時に用いる酵

素液の1/2量と,それと同量のβ一glucuronidasein-

hibitor液を混合してその酵素活性を測定し,これを

inhibitor(+)activityとしたfi-81ucuronidasein-

hibitor液の代わりにinhibitorの溶解に用いたbuffer

を同量加えたものの活性をinhibitor(-)activityと

し,下式によって阻害率(%)を算定したO

阻害率(O/¥-(¥/o)-¥卜宝鑑票壬漂豊)×100

β-glucuronidaseinhibitorの阻害活性は,モル:i

ット好中球由来のβ-glucuronidase(100pmole!min/

ml)に対して,用いるinhibitorのタンパク量をウシ

血清アルブミンをstandardとしてLowryらの方

法32)で測定し,その阻害率(%)をIogit表にプロット

して得られる直線から50%阻害率(50%inhibition

dose,50%ID)を求迫,これをβ瑠Iucuronidasein-

hibitorの1単位とした34)-37)。

6.β-glucuronidaseinhibitorの分離

(1〕硫安塩析

培養炉液に固型硫安を70%飽和(472g/】)になるよ

うに添加,氷室内で撹拝し,析出した沈澱物を14,000

×g30分間遠心して集め,沈澱物は0.02MTris一塩

酸buffer,pH8.0(以下0.02MTris-Cl,pH8.0)

に対して透析溶解した。上清についてはブクノール処

理を行った。

(2)ブタノール処理

培養炉液の70%飽和硫安上清をMortonらの力法相

に準じてブタノール処理したOすなわち,氷室内で撹

拝しながらn-1ブタノールを20%(v/v)になるように

加えて30分11時間静置し,ブタノール層と70%飽和

硫安を含む氷層の境界面に形成される油膜様物を

1,500Xg15分間遠心して集め,これを0.02MTris-

Cl(pH8.0)に対して透析溶解し,ブタノール処理-

境界層とした。

(3)イオン交換クロマトグラフィ-

内径2.5cm,長さ40cmのカラムにDEAE-

sepharoseCL-6B(Pharmacia)を詰め0.02MTris-

Cl(pH8.0)にて平衡化したのちに,ブクノール処理境

界層のイオン交換クロマトグラフィーを行ったOまず

0.2MNaCl加0.02MTris-C】(pH8.0)でstepwise

に溶出したのち0.2-1MNaClgradientで溶出を行

い3mlずつ分画した。各分画液について透析脱塩後,
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モルモット好中球由来の　β一glucuronidase　活性に及

ぼす阻害活性を測定した。得られた阻害活性画分をプ

ールし,再び透析脱塩後　Dia80　menbrane PM-10

(Amicon)を用い,窒素ガス圧3-4kg/cm2下で加圧

限外濃縮したものを　β一glucuronidase inhibitorの粗

標晶とL,以後の実険に供したO

7. β-glucuronidase inhibitor　の物理化学帥性状

(1) pHの影響

β-glucuronidase inhibitorの一定量をとり, 0. 02M

GTA buffer (pH 2-10)3!下表一に対して48時間透

析処理したのt>.再ひO.02M Tris-Cl (pH 8.0)に

対して48時間透析してもとの　pH　に戻したものにつ

いて阻害活性を測定した。

0.02M GTA bufferの組成

3, 3-dimethylglutaric acid　　　　　　3.20 g

Tris (hydroxyraethyl) aminomethane　2.42 K

2-amin0-2-methyl-l, 3-propandiol　　2. 10 g

溶解後　NaOHおよびHClにて所定のpH (2-

10)に調整し,蒸留水にて全量を1.000mlとし

て使用する。

(2)加熱の影響

60。C, 80-C　および沸騰水中で10分間加熱処理後,

急冷したものについて阻害活性を測定した。

(3)酵素処理の影響

い　】.]蝣蝣・'._・、二　<a理

/9-glucuronidase inhibitor　を蒸留水に対して透析

級,タンパク質量を1mg/mlに調整した。トリプシ

ン(Typelll, Sigma)を0.04M Tris-Cl (pH 8.0)に

溶解して　2mg/ml　液とし,その1容に同量の。β-

glucuronidase inhibitor液を加えて　37。C 60分間処

即'蝣・a蝣、た、

2) DNaseおよびRNase処理

DNase (Typel, Sigma)およびRNase (Type I-A,

Sigma)を0.2M acetate buffer (pH 5.0)に溶解し

て2 mg/mlとし,同量のβ-glucuronidase inhibitor

液を加えて37。C 60分間処理を行った。なお, RNase

液はあらかじめ100-C5分間加熱したものを使用したO

(4)陰脂質処理の影響

20%ブタノール処理を行い, 1,500× g15分間遠心

後ブタノール層を除去し,水屑を透析して除脂質処理

の影響をみた。

(5)除核酸処理の影響

β-glucuronidase inhibitor液に1 M MnCl,を1/20

容加えて撹幹後, 1,500× g 15分間遠心した上清を透

析し,除核酸処理の影響をみた。

8.β一glucuronidaseinhibitorの阻害活性に及ぼ

す各種塩類の影響

あらかt:め蒸留水に対して透析したβ-glucuroni-

daseinhibitorを種々の塩溶液で稀釈して阻害活性を

測定した。用いた塩溶液は,NaCLKCl.MgCk

CaCl2,MgSO,,Na2S04,(NH4)宕SO4およびNH4Cl

の8種類で,それぞれ0.05,0.1および0.2M溶液を

tavern

9.等電点分画

Polybuffer交換体PBE94とPolybuffer74(いず

れもPharmacia')を用いるクロマトフォーカツング法

により,β瑠Iucuronidaseinhibitorの等電点を推定し

j-4-1i

PBE94を0.025Mimidazole-HClbuffer(pH

7.4)で平衡化し,同じbufferに対して透析したβ-

glucuronidaseinhibitorのクロマトフォーカシソグを

行った。Polybuffer74(pH4.0)でpH7.4から4.0

まで溶出を試み,さらに0.1NHClにて溶出を行い,

3mlずつ分画した。各分画夜毎にpHを測定し,逮

析脱塩後阻害活性を測定した。

10.分子量の測定

SephadexG-75によるゲルが過法で行った。すな

わち,内径1.5cm長さ100cmのカラムにSephadex

G-75を詰め,0.5MNaCl加0.02MTris-Cl(pH

MycobacteriumtuberculosisH37Rv

37℃3-4weeksonmodifiedSautonbroth
l

Fi】trate(GF/a)
t

70%SASfractination
l

r「
PptSup

20% (v/巾 05tu

_
　
　
　
b treatment

butanol phase boundary layer aqueous phase

DEAE- sepharose chromatography

E

/J-glucuronidase inhibitor

Fig. 1. Puri丘cation procedure for β㌘lucuronidase

inhibitor from unheated culture丘Itrate of Mycoba-

cterium tuberculosis H37Rv
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8.0)で平衡化したのちに,同t:緩衝液に対して透析

したβ-glucuronidase inhibitorを添加し,溶佃夜を

1.5mlずつ分画した。標準タンパク質としては,分

了-星測定用標準タンパク質キット(BoehringerMann-

heim)を用い,ウシ血清アルブミン(MW:68,000),

鶏卵アルブミン(MW:45,000),キモトリブシノーゲ

ンA(MW:25,000)およびチトク。-・-ム　c (MW:

12,500)の溶出パターンと比較して‥B瑠Iucuronidase

inhibitorの分子量を推定した。

実　験　成　績

1. ,8-glucuromdase inhibitorの分離

M. tuberculosis H37Rv株の非加熱培養炉液よりの

β-glucuronidase inhibitorの分離は,モルモット好中

球由来の　β瑠Iucuronidase　に対する阻害活性を指標

として以下の手順に従って行った。

その概略はFig. 1に示す通りである。

(1)硫安婚析

培養炉液の70%飽和硫安塩折の結果,培養炉液中の

総阻害活性の3%が沈澱画分にEL11収されるのみで,大

部分は上溝に残って塩析されなかったn上浦につい

て,さらに硫安飽和度を100%にまであげたが,活性

両分をこれ以上沈澱両分に回収することはできなかっ

た

(2)ブタノール処理

培養炉液中に多量に存在するであろう脂質の影響を

考え, 70%飽和硫安上清を20%ブタノールで処理し

たっ

その結鼠　ブタノー-ル層と70%飽和硫安を含む水屑

との境界面にith模様物が生じ(Fig. 2a)ノ　これは1,500

×g15分間の遠心により,両屑の境界面にコンパクト

なdisc状となり比較的容易にLull収することができた

Fig. 2. Oily educts appeared at boundary layer between butanol and aqueous phases.

a ) before centrifugation.

b ) after centrifugation, boundary layer was packed tightly between two phases.

8∈>5 (675
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(Fig. 2b)。このブタノール処理境界層に70%飽和硫安

上清中の総阻害活性の62%,培養炉液中のそれの61%

が移行することが認められた。

(3)イオソ交換クロマトグラフィー

境界層を0.02M Tris-Cl (pH 8.0)に対して透析

溶解後　DEAE-sepharose　によるイオン交換クロマ

トグラフィーを行った。

その結果は, Fig. 3に示すようにNaCl濃度0.3M

により溶出してくるOD28。nmの吸収ピークに一致し

DEAE-sepharose CL-6B (2.0 × 20cm)
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て境界層中の69%,培養炉液中のそれの42%の阻害活

性が認められたので,これを/弓一glucuronidase inhib-

itorの粗標晶とした。

以上,培養炉液からの,ち-glucuronidase inhibitor

の分離の成績をまとめてTable lに,また各分両過程

の阻害活性をIogit表にプロットしてFig. 4に示し

た。

それぞれの分画の50% ID　は培養炉液が　42.Ofig,

70%飽和硫安塩折の沈澱が580 ftg,同じく上清が7.5
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Fig. 3. Pattern of DEAE-sepharose ionexchange chromatography for β-glucuronidase inhibitor

Table 1. Puri石cation of β-glucuronidase inibitor

Speci丘c activity

Totalprotein　50% ID Total activity (unitsper mg of Puri丘cation Yield

(mg)　(//g*1)　(units*2)　protein)　　　　(fold)　　{%)

Culture丘Itrate　　　　　3, 234　　　42.0　　　77,000　　　　　23. 8　　　1.00　　100

70% SAS fractination

- precipita te

-supernatant

1, 290　　　580　　　　　　2,224　　　　　　　.　　　　　0.07

570　　　　7. 5　　　　76.000　　　　　133　　　　　　　5. 59　　　　99

20% butanol treatment

-boundary laver

-aqueous phase

118　　　　　2. 5　　　　47, 200　　　　　　400　　　　　　16. 81　　　　61

166　　　　35.0　　　　　4,743　　　　　　28. 6　　　　　1.20

β-Glucuronidase inhibitor　　26　　　0. 8　　　32,500　　　1 , 250　　　　　52.50　　　42

*'50% Inhibition dose: 〃g of protein measured with Lowry's protein assay.

One arbitrary unit denotes the dose of sample exhibiting 50% inhibition against 100 p mole/min/ml of

/3-glucuronidase activity from guinea pig PMNs.
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Fig. 4. Inhibitory activity of β一glucuronidase inhibitor at various purification steps

fig.境界闇が2.5 jug. β-glucuronidase inhibitor粗

原品が0.8〃gであり,出発材料に比較して比活性で

約53倍の上昇が認められた。

2. β -glucuronidase inhibitor　産生に及ぼす培養

期間の影響

培養後10過日まで2週目毎に任意のフラスコ4本ず

つを取り拙し,培養炉液を2本ずつプールして,ブタ

- ・し也坪塙即ivi中v.~l '蝣'二,こVfiモ立.'.-」 <、.一ごにIilt二clr活性

を測定し, ♂-glucuronidase inhibitor藤生の時間的経

過を検討したO　タンノミク質量および阻害活性はフラス

コ1本当りの値としてFig. 5に示した。

すなわち,タンパク質量は菌が菌膜を形成する2麺

後まで急激に増加し,それ以後暫時一定の値を保つ
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Fig. 5. Time cource of /?-glucuronidase inhibitor

production by Mycobacterium tuberculosis H37Rv

那, 4週以降再び急上昇がみられた。これはおそらく

蘭の自己融解によるものと思われる。

これに対して阻害因子は, 2週目まではほとんど産

生されないが, 4-6過日にかけて急激にその産生量

が増加し, 6過以降plateauに達した。これらにとも

なって　50% IDは培養4週目以降2.0;ug前後のほ

ぼ一定の値を示した。

Table 2. Physicochemical properties of β-glucuro-
nidase inhibitor

β-Glucuronidase inhibition
activity (units)

Trea tment Noトtreated Treated

60-C IOmm

-C IOmin

lOO°C IOmm

174

174　　　　　　　174

174

pH 2.0

1.0

(i.ll

8.0

10.0

;蝣!Sp

d
　
<
T
i
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G
i

R
3
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0
0
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0
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C
O

Trypsin(lmg/ml, 37- C 60mm)

DNasef　　　　　〝　　　　)

RNase(　　　　〝　　　　)

0　7　77　6　62　1　1 0　0　2

0　92　1

n-Butanol (20% v/v)

1M MnCl2
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3. P一glucuronidase inhibitorの物等酎ヒ学的性状

β-glucuronidase inhibitorの活性に及ぼす種々の因

子の影響については, Table 2にまとめて示した。

すなわち,阻害活性は60-C, 80。Cおよび100。C

10分間の加熱, pH 2-10　の広い範囲で安定であり,

DNaseおj:びRNase処理によっては影響を受けな

いが,トリプシン処理によっては完全に失活した。

また,ブタノールによる除脂質処理によって阻害活性

の14%が失なわれるが　MnCl,による除核酸処理に

対しては安定であった。
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Fig・ 6. Effect of pH on the activity of β-glucuro-

nidase inhibitor

4・ β-glucuronidase inhibitor活性の至適pH

ヰルーfット好中球由来の　β-glucuronidase　に対す

るβ瑠Iucuronidase inhibitorの阻害作用をpH 2. 5-

6_O　の範紺で測定したO　反応液として　0.02M GTA

bufferに0.2% Triton X-100を加えたもの(各pH)

を用い,その成積はFig. 6に示した。

β-glucuronidaseの酵素活性の至適pHはpH 3.0

附近にあるのに対し, inhibitorの活性はpH 4.0-5.5

の比較的せまいpH城にのみみられ, pH 4.5におい

て最も著明であった。

5. β一gliiGiironidase inhibitorの阻害機構

4-MU-β-D-glucuronide　の0.05, 0.1および　0.2

mMを基質としてβ-glucuronidase inhibitor添加群

と非添加群について,それぞれのモルモット好中球由

来　β-glucuronidase活性を測定して, β-glucuronト

dase inhibitorの阻害橿柄を検討した。その成績は

Table 3に,またこれをdouble reciprocal plot法で

Fig. 7に示した。

添加・非添加両群のいずれも1′/S舶上,一3.0で交

わるnon-competitive patternを示すことがわかった。

Table 3. Kinetics of /3-glucuronidase inhibitor on

β-glucuronidase activity

V (p mole/min/ml)*

S (mM)*i control
S-Glucuronidase inhibitor

0.48 fig 0. 96 fig

0.05　　　38.3　　　　23.9　　　　18.3

0.10　　　60.6　　　　41.9　　　　32.1

0.20　　103.6　　　　67.6　　　　52.0

S : 4-MU-β-D-glucuronide

*2　V : β-Glucuronidase activity

5.0
/3-G lucuronldase inhibitor

0 .96/<g

1′Ⅴ 0.48ォg

C ontr t

て声デ 10 20

1′S

Fig. 7. Kinetics of β-glucuronidase inhibitor

. i-glucuronidase activity (Double reciprocal plot).
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6. β glucuronidase inhibitor　の活性に及ぼす塩

類の影響

Fig. 8に示すように,用いた8種頬の塩溶液全てに

おいて0.05Mでβ一glucuronidase inhibitor活性の

抑制効果が認められた。 NaCl, KClおよびNH4Clで

はその抑制効果は比較的穏和であるのに対し　CaCIB;

MgCl2, MgSO4) (NH4)2SO4およびNa2S04では顕著

であった。

Fig. 8. Effect of each salt on inhibitory activity

of β-glucuronidase inhibitor,

Symbols: NaCl (○), KCl (○蝣), MgCl2 (△), CaCl2

(A), MgSO, □I, Na2SO4(事) (NH4)2　SO4 (ゆ),

NH4Cl (×).

活性測定時と同じ条件下で,各塩叛溶液の0.05M

添加時のイオン強度(mV)をコソダクティビティー

メータ- (-ムエス)を用いて測定すると　NaCl:

6.0mV, KCl:6.0, MgCL:7.0, MgSO4:6.0,

CaCl, : 6.5, Na,SO4 : 7.0, (NH4)2SO4 : 7.5, NH4Cl:

6.5で,非添加の場合の4.5mV　に比していずれも

1.5-3.0mV高い値を示したものの,イオン強度と抑

制効果の強さとの間には相関関係は認乾られなかった。

7.等電点分画

PBE 94　とPolybuffer 74を用いたクロマトフォー

カシング法における　β-glucuronidase inhibitorの溶

出パターンをFig. 9に示した。

その結果, pH 7.4-4.0-の間では活性両分は溶出、さ

れなかった。そこで　0.1N HCl　による溶出を試み

たところ,二つのOD^nm吸収ピークが検出され,

おくれて溶出するピークに一致して活性が認められ

PBE 94(2.OX20�"
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Fig. 9. Chromatofocusing pattern of β-glu-

curonidase inhibitor

た.このさいのpHより本ihibitorの等電点はpH

2.5附近と推定された。

8.分子量の測定

β-glucuronidase inhibitorの分子量は, Sephadex

G-75　のゲル炉適法により約25,500と計算された

(Fig. 10)。

Molecular weight

Fig. 10. Estimation of molecular weight of β一glu-

curonidase inhibitor by gel丘Itration on Sephadex

G-75.

9.各種Iysosome酵素に対するβ -glucuronidase

inhibitorの作用

由来を異にする各種酵素活性に及ぼす　β瑠Iucuro-
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Table 4. Relative activity of /3-glucuronidase inhibitor

Enzym es

β-Glucuronidase

Acid phosphatase

N-Ac- β一glucosaminidase

β -Galactosidse

Lysozyme

Cathepsin D

Source*1

Guinea pig-PMNs

-PM<5

-AM¢

50% ID (〃g)

Mouse　　-PM≠

Domestic fowl-PMNs

-Mゥl

>41.6

>41.6

HeliJ pomatia (Boehringer Mannheim)　　　　]>41. 6

E. coli (Boehringer Mannheim)

Human-PBL

Beef liver (Worthington)

Guinea pig-PMNs, Human-PBL and

Domesitc fowl-PMNs

Guinea pig-PM¢

Egg white (Sigma)

Human urine (Worthington)

Guinea pig-PMNs

>41.6

>41.6
>41.6

>41.6

>41.6

*' Abbreviations-PMNs : Polymorphonuclear leukocytes, PM¢ : Peritoneal macrophages, AM^ろ: Alveolar

macrophages, PBL: Peripheral blood leukocytes.

nidase inhibitorの影響をまとめてTable 4に示した。

(1) β一glucuronidaseに対する阻害作用

β一glucuronidase inhibitorはモルモット好中球,腹

腔マクロファージおよび肺胞マクロファージ由来の

β瑠Iucuronidaseに対しては, 50% ID　がそれぞれ

0.9, 0.75および0.8,ugで,ほぼ同程度に強く阻害

するが,マウス腹腔マクロファージ由来の酵素に対し

ては, 50% IDは36figで,その阻害の程度は弱く,

大腸菌　Helix pomatia,ニワトリ好異球およびニワ

トリマクロファージ由来のそれに対しては阻害効果は

全く認められなかった。

これに対して,ヒト末梢血白血球と牛肝臓由来の

/ち-glucuronidaseに対しては,いずれもある阻害率

(前者では40-50%,後者では20-30%)でplateauに

達したため　50% ID　を求めることはできなかった

(Fig. ll)。

(2)その他のIysosome酵素に対する阻害作用

β-glucuronidase inhibitorは,モルモット好中晩

ヒト末梢血白血球,ニワトリ好異球由来の他のIyso-

i^^^^^^^BIC
Dose of sampleO"g)

Fig. ll. Activity of β-glucuronidase inhibitor agai-

nst ,3-glucuronidase from human peripheral blood

leukocytes (PBL) and beef liver.

some酵素(acid phosphatase, N-Ac-β-glucosamini-

dase, β-galactosidase)に対しては全く阻害効果を示

さなか.・た。また、 -r一-蝣:　　卜ijy旺-,一蝣蝣"p-*-,---∴

卵白あるいはヒト尿由来のIysozymeおよびモルJL:ッ

ト好中球由来の　cathepsin D　に対しても阻害効果は

全く認められなかった。
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Table 5. Inhibitory activity of ,S-glucuronidase inhibitor against β一glucuronidase from guiea pig peritoneal

macrophages immunized with Mycobacterium bovi∫ BCG

監Iucuronidaseactivity50

:/rmm/1。7adherentcells)琵g;D

^ Adherence
Immunization*1

Skin reaction

(mm)*2 (adherent蝣cells/PEC)

1　　　　　15.8±0.29　　　　　　　79.6

0　　　　　　　　　　　　23.8

8,976土1 ,615　　　　　　　　0.34

12,791±2,878　　　　　　　　0.35

m Guinea pigs were injected subcutaneously with 1.2 ×106 viable cells of Mycobacterium bovis BCG

(Japanese strain),

Five weeks after immunization with BCG, skin reaction was performed using 5 fig of PPDs and the

diameter of erythema was measured.

10. BCG免疫モルモ.I/卜腹腔マクロファージの　β一

glucuronidase　活性に対する　β瑠Iucuronidase

mihibitor　の阻害作用

BCG免疫モルモットの腹腔惨出細胞より得た吸着

細胞のβ-glucuronidase活性を100 p mole/min/ml

に調整後, β-glucuronidase inhibitorによる活性阻害

・i-;1'」1 . inft-c :.1--　卜し・-同様ir-ti理'i蝣*一蝣;等た吸

着細胞のそれと比較検討したOその結果はTable 5に

f;l.'-,

得られた腹腔溶出細胞数は非免疫群において圧倒的

に多いが,吸着細胞数では両群間に差はなく,全腹腔

溶出細胞中に占める吸着細胞の割合は免疫群79.6%,

非免疫群23.8%であった。また,吸着細胞数1×107

個当りの　β-glucuronidase　活性は免疫群　8,976p

mole/`min/ml,非免疫群12 791 p mole/min/mlで非

・iユ:."frfサv¥0-ft.さ　、・Pl軌、純向M,is　ナこ., L L・ ,ラ

glucuronidase inhibitorによる阻害の受け力は,免疫

群の50% IDが0.34〃g,非免疫群のそれが0.35〝g

で両群間に有意差は認められなかった。

鳶　　　　　察

酵素阻害物質を微生物の培養炉液中に探索する試み

は各方面で活発に行なわれているO　梅沢41)青柳2),

43)らの研究グループは, 1965年以来この方面の研究を

精力的におし進め,現在までに非病原性の　Strept0-

mycesおよびActinomycesの各菌株の培養炉液中よ

り数多くの酵素阻害物質を分離・精製している。

そのE/ちIys　　　酵素に限ってみるとIeu-

peptin'6),44)-46)はcathepsin Bを　antipain'47),48)は

cathepsin A　およびBを　chymostatin49)>50)紘

cathepsin A, B　およびDを　pepstatm6　台)は

cathepsin Dをisofiavonoid54''551はi-galactosidase

を　elastatinal58'はヒトおよびイヌ栗粒球のelastase

をそれぞれ阻害することが明らかにされている。また,

Ohmura　ら57)はヒト額粒球のelastaseを阻害する

elasninをそれぞれ異なるActinomycesから昆い出

している。

しかし,結核菌に限らず細胞内増殖性細菌の培養炉

液からIysosome酵素に対する阻害物質を分離したと

いう報告は　Colwell　らがヒト塑結核菌199株の水抽

HTf.い>-1二-・[-t-・,・トIiォ!lト・'蝣';--　一一-:蝣-A¥'仁.;i　8-

glucuronidase活性を阻害するが,ラット由来の　β一

glucuronidaseおよびモルモット由来のIysozymeや

alkaline phosphataseに対しては阻害効果を示さない

ことを明らかにした論文16)ぉよび著者らが以前に同じ

ヒト型結核菌　H37Rv　棟より分離し　Mixedpara-

rystal tuberculoprotein-glycoprotein (MCTP-GP)

と名付けた田子が,モルモット好中塚由来の　acid

phosphatase, N-Ac一β-glucosaminidase, N-Ac-β一

galactosaminidase, β-glucuronidase, β一galactosidase

およびα-glucosidaseを阻害することを明らかにした

論文17)以外には末だ接していない。

そこでヒト型結核菌M. tuberculosis H37Rv株の

非加熱培養炉液より, β㌘lucuronidase inibitorの分

離を試みた。今回分離したβ一glucuronidase inhibitor

は,培養炉液の70%飽和硫安上溝を20%ブタノールで

処理することにより,ブタノール層と氷層の境界面に

形成される油膜様境界層中に回収されるタンパク質性

の物質であるO培養炉液を硫安塩析しないで直接ブク

ノール処理を行ったのでは油膜様物質の形成はみられ

ないのみならず,阻害活性は水層中に残存することか

ら, 70%飽和硫安塩折とブタノールとの相互作脚こよ

り,培養炉液中の他の物質と共に境界層に形成されて

くるものと考えられたoこのさいブタノール処理は

Morton　らの原法38)とは異なり, 70%飽和硫安塩折の

上清について直接行った結果,遠心する時に水屑がク
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ッショソの役目を果して境界層の回収を容易にした.

回収された　β-glucuronidase　阻害活性両分は,

DEAE-sepharose　によるイオン交換クロマトグラフ

ィーにより部分精製後　SephadexG-75によるゲル炉

過法で分子量約25,500と推定されたO　またその等電点

はクロマトフォーカシソグ法によってpH2.5附近で

あることが示された。

本inhibitorの物#.化学的諸性状は一括してTable

2に示したが, pH 2-10の広い範囲内で安定, DNase

およびRNase処理によっては阻害活性は影響を受け

ないが,トリプシン処理によっては完全に失活するこ

と,および波長340nm-190nm　の間での　ODスキ

ャソニングにより　OD,75-2弓。nmとOD220nm附近に

吸収を有し,芳香族アミノ酸を含むタンパク質特有の

吸収パターンを示すことなど,阻害活性の本態がタン

パク質性物質であることが示唆されたが,分子量が

25,000前後であるにもかかわらず, 100-C 10分間の加

熱に安定でかつpH 2.5附近の等電点を有し,しかも

硫安塩析されないなど特異な一面を示したO

また　MnCl,処理による除核酸処理によっては影

響を受けなかったが, 20%ブタノール処理により険脂

質を行うと,阻害活性の14%が失なわれた.この点に

ついては表には示さなかったが,トリプシン処理以外

のその他の処理法におけると同様に,ブタノール処理

においても50% IDの低下は認められていないことか

ら,ブタノール処理によりタンパク質の一部がプクノ

ール層に移行したことが総阻害活性を計算する段階で

活性の収量低下として表現されたものと考えられる。

一方, β-glucuronidase inhibitor精製の過程におい

て, DEAE-sepharose　よりの溶出に0.2-1M NaCl

gradientを用い,各溶出液について阻害活性を測定し

たところ,全く阻害活性は認められず,高イオン強度

下における阻害活性の抑制の可能性が示唆されたの

守,以後は各分画液毎に透析脱塩後阻害活性を測定す

るという方法をとった。

この高イオン強度下における阻害活性の低下に関し

て,数種類の塩溶液についてその解析を試みたとこ

ち,用いた全ての塩溶液0.05Mで阻害活性の低下が

みられ,その程度はMgS04, MgCl2, Na2SO4および

(NH4)2S04などに著明であったが,イオン強度と直接

的な相関関係は認められなかった。 Wang　ら5B)　ぉ

よびDean59'は,高濃度食塩存在下(0.65M)では

β-glucuronidase　活性が増強されることを,逆に

Cashmanら60)は食塩濃度0. 15Mで同酵素活性は完

全に阻害されることを報告している。今回用いた塩溶

液の濃度(0.05-0.2M)下ではβ一glucuronidase活性

に対する影響はほとんど認められなかった。したがっ

て,用いた塩類イオンが.8-glucuronidase inhibitor

の作用発現の調節に何らかの関与をしているものと考

えられる。

生細胞中のIvsosome内のpHについてSprick6:

ほM. tuberculo∫isおよびM. smegmatisの菌体表

面を標示色素で染色して,マウスあるいはモルモット

の単球および好中球に会食させて測定した結果,

phagolysosome内のpHは4.7-5.5であったと報告し

ている　Ohkumaら62)は,フルオレスセイソ(FITC)

とデキストランとを結合させた　FITC-dextran　を細

胞に取り込ませて励起光495nmでの蛍光強度の変化

をもとに,マウス腹腔マクロファージのIys　　　内

のpHを4.75±0.06と算出しているO著者ら17)はす

でに,結核菌培養炉液から得られる　MCTP-GP　の

Iysosome酵素に対する阻害効果は,各々の酵素の至

適pH　とは無関係にpH5.0-5.5でもっとも強いこ

とを明らかにL MCTP-GP　の感染宿主の　phag0-

1ys　　内でのIys　　　酵素作用-の干渉の可能性

を示唆しているO　今回の成績によると　β-glucuroni-

dase inhibitorはモルモット好中球,腹陛および肺胞

マクロファージ由来の　β-glucuronidase　活性を強く

阻害し,その阻害活性はpH 4.0-5.5の比較的せまい

pH域でのみみられたことはIys　　　内の　pHが

酸性に保たれていることと関連して非常に興味があ

る。モルモット好中球由来の　β-glucuronidase　活性

の至適pHは今回の成績から3.0と算出されており,

pHが中性にむかうにつれて活性は低下の傾向を示す

ことと考え合わせるとIysosome内のpH, β-glucu-

ronidase活性の至適pHおよびβ-glucuronidase in-

hibitbr活性の至適pH　の3者の関係からIysosome

内では,本inhibitorの阻害効果は相対的により強く

現われていることが示唆されるO

本inhibitorの阻害機構はモルモット好中球由来の

β-glucuronidaseに対してnon-competitiveであるこ

とから,由来の異なる他の酵素についても阻害効果が

みられるか否かを検討したが,モルモット好中球およ

び腹腔マクロファ-ジ由来の他のIys　　　酵素

(acid phosphatase, N-Ac-/3-glucosaminidase,

galactosidase, cathepsin DおよびIysozyme)やモル

モット以外の動物および大腸菌由来の　β一glucuroni-

dase　活性に対しては全く阻害効果を認めなかった。
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この点は　MCTP-GPが,由来の異なる多種類の酵

素に対して阻害的に作用し,多価inhibitor的な様相

を示したのとは対照的であった　Prabhakaran　ら63)

ち,同一基質特異性を有するβ-glucuronidaseであっ

ても,噛乳動物由来のIysosome酵素と,大腸菌由来

の酵素とではその至適pHが異なり,特異的な阻害剤

であるD-saccharic acid-1, 4-lactonおよびgalacto-

saccharic acid等に対する反応性も異なることを示し

ている。

他方,本inhibitorはヒト末梢血白血球およびウシ

肝臓由来の　β-glucuronidaseに対しては,それぞれ

ある一定の阻害率で阻害活性が　plateau　に達し,

partial inhibition patternを示した.これに顕した現

象ほ　Constantopoulosら8`)もみており, suraminの

阻害効果がラット肝臓由来の　β-glucuronidase　に対

しては0.5mM　で,同　N-Ac-β一glucosaminidase,

α-および/3-galactosidase　に対しては　0.1mM　で

plateauに達し.それ以上の高濃度では逆に活性が低

fすることを報告している　Colwellら16)は,結核菌

の水抽出液の　β-glucuronidase　阻害作用について,

結核菌の実験感染に対して強い感受性を示すモルモッ

ト腹腔マクロファージ由来の;3-glucuronidase　は阻

害されるが,結核菌に対して感受性の低いラット由来

のそれは阻害されないことから,阻害を受ける酵素の

種特異性と結核菌に対する感受性についで言及してい

る。今回著者が分離した　β-glucuronidase inhibitor

も　Colwell　ら16)の成績と同様にモルモット由来の

/3-glucuronidase活性を強く阻害したことから,結核

菌の培養炉液中より分離した著者のinhibitor　は,

Colwe】1らが結核菌の菌体抽出液中にみいだした　β-

glucuronidase　阻害活性物質と本態を一一にする可能性

が考えられる。

他方　M. bovis BCG予研株で免疫したモルモッ

1、の腹腔溶出細胞中の吸着細胞について,本inhibitor

による阻害を非免疫モルモット由来のそれと比較検討

したところ,免疫群では遅延型過敏症反応陽性で,腹

腔溶出細胞中に占める吸着細胞の割合が高く, /ラー

glucuronidase　はむしろ非免疫群のそれに比して低い

ことなど,免疫群由来のマクロファージはいわゆる活

性化されたものと考えられる85)にもかかわらず, β一

glucuronidase inhibitorによる阻害には両群問に有意

差を認めなかったO　このさい,腹腔渉出細胞をプラス

ティックシャーレに吸着させて得た細胞を　enzyme

source　とした結果,50% IDが0.35,1唱　と,牌陛渉

出細胞そのものをenzyme sourceとした場合の0.75

ォg (Table4)と比較して約2倍も阻害活性が強く表現

されていた。これらのことから, β一glucuronidase以

外の他の細胞成分が用いた酵素液中に混在し,それが

β-glucuronidase inhibitor活性に影響を及ぼす一つの

要田となったのかも知れない。

感染初期において,宿主体内に侵入した菌は,侵入

局所に遊走・集積された食細胞に寅食されて食胞内に

取り込まれる。このようにして形成された食胞は引き

続いてIysosomeと融合してphagolysosomeを形成

する。また異物食食に伴なって解糖や呼吸の促進など

一連の代謝に変化が起き,その結果生じたsuperoxide

anion (02つをはじめとする活性酸素群も食胞内に放

出されIys　　　内の他の彩菌性物質とともに殺菌

的に作用する。瀞菌された菌はproteaseをはじめと

するlysosome内の氷解酵素群の作用で消化・分解さ

れて細胞外に排粧されるo

Lかし,全ての細菌が一様にこのような過程を経て

処理されるのでなく,このような一連の宿主食細胞の

殺菌機構に抵抗して,食胸内に生残し,あるいはその

中で増殖を続けることのできるものもある。これらの

菌は一括して細胞内増殖性細菌と呼ばれ,このような

磯鰭を持たない他の菌とは区別して考えられている。

すなわち,その椀満として,あるものはphagosome

とIysosomeの融合を阻害し,あるものはIysosome

由来の殺菌作席に抵抗し,またあるものはphagosome

を抜け出すことにより,細胞内増殖を続けるものと解

されている1),S6)

結核菌は代表的な細胞内増殖性細菌である　Kanai

67)ぉよび　Kanai　ら68)は,動物組織内で増殖した結

核菌は,その薗体表面に宿主由来のacid phosphatase

およびその他のIys　　　由来の成分を保持している

ことを示して,菌が食細胞のphagosome内に取り込

まれていたことを示唆した。

Armstrongら4),5),およびHartらf) 7)は両者の相

互作用を電顕的に観察して,強毒菌は, phagosomeと

Iysosome　との融合を阻害していることを明らかにし

たO他方　Smithらく9)の報告にもあるよFl/に,マクロ

ファージでは結核菌を取り込んだ　phagosome　と

Iysosome　の融合が阻害されているが,同t:標本中に

混在する好中球では両者の融合が頻繁にみられている

など,その細胞内増殖性の機構解明にはなお不明な点

が残されている。

正常マクpファージ内では増殖可能の結核菌も,活
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性化マクロファージ内では増殖が抑制されるといわれ

ている.マクロファージの活性化は,リンホカイソに

よって誘導されることが示されているが,活性化マク

ロファージにどのような機能先進が生じて殺菌にまで

到るのかについての生化学的な説明はなされていな

い70)-79)　これまでに活性化マクロファ-ジのIyso-

some酵素群の量的な増加をそのI-つにあげて数多く

の研究者による検討がなされてきたが16),SOト91)いま

だ明確な説明はなされていないのが現状である。食細

胞のIys　　　酵素群は,殺菌された菌の消化・分解

処理に関与するものと解され,ある種の菌に対する

Iysozyme以外には, lysosome酵素が直接的に滑菌に

関与する可能性はうすいと考えられている92)。

しかし特異な感染・発病の経過をとる結核菌につい

ては,ある種のIys　　　酵素活性を阻害すること

が,菌の細胞内増殖に有利な条件を賦与する可能性も

なお否定できないO　ヒトの先天性β-glucuronidase欠

損症においてはデルマタソ硫酸(コソドロイチソ硫酸

B) , -パラノ硫酸などのglycosaminoglycanの蓄積

が認められ', Avila　ら94)はこれら　glycosamino-

glycanは低pHで, lysosome酵素活性を阻害すると

報告している。実験的にラットに　trypanosomacidal

drugである　suramin　を投与すると, glycosamino-

glycanおよびsphingolipidの蓄積が認められること

が知られているが64!蓄積されるglycosaminoglycan

紘-パラソ硫酸およびデルマタソ硫酸で,これら

glyc。samin。glycan　の体内での分解にはidu去onate

sulfatase, β-glucuronidaseおよびhvaluronidaseの

3棟の酵素が与っているとされている。また,この論

文の中で　Constantopoulos　ら64)はin vitroにおけ

るsuraminのIysosomal enzyme阻害作用について

も言及し, L-iduronate sulfatase, hyaluronidaseお

よび　β-glucuronidase　の他にも　α-Liduronidase,

haparan N-sulfatase, acid phosphataseなどを　non-

competitive　に阻害することを明らかにしているo

Goren　ら95)は, phagosome　とIysosomeの融合を阻

害する強毒結核菌側の因子は特有な硫酸糖脂質sulfa-

lipidIであることを指摘している。これらの報告よ

り勘案すると,今回著者がモルモット由来の代表的

Iysosome酵素である　β-glucuronidase活性をnon-

competitiveに強く阻害する田子を結核菌培養炉液中

に見出したことは,結核菌の細胞内増殖機構の一端を

解明する一つのアプローチを示唆するものと考えられ

る。

結　　　　　語

Mycobacterium tuberulosis H37Rv株の培養炉液

より,モルモット由来の。i-glucuroni血se活性を阻

害する田子(β一g】ucuronidase inhibitor)を分離し,

その性状について検討した結果,以下に示す所見を得
J.

1. β一glucuronidase inhibitorは　M. tuberculosis

H37Rv　株の培養炉液の70%飽和硫安塩所の上清の,

20%ブクノール処理により,ブタノール層と70%飽和

硫安を含む水屑との境界面に形成される油膜様物中に

移行し　DEAE-sepharose　によりタンパク質性国子

として分画された。

2,モルモット好中球由来の　β-glucuronidase　活

性に対するβ-glucuronidase inhibitorの阻害活性は,

培養炉液のそれと比較して比活性で約53倍の上昇がみ

られ　50% inhibition doseは約0.8〃gであった。

3. β-glucuronidase inhibitorは　Sauton培地で

の浮上培養法では　37-C　4週間培養頃から大量に培

養炉液中に認められるようになり, 6週目以降10週日

頃までほぼ一定のレベルを保った0

4.本inhibitorの阻害活性は, 100-C 10分間の加

熱およびpH 2-10の広い範囲で安定であり　DNase.

RNaseにJって影響を受けないが,トリプシン処理

により完全に失活した。険脂質処理w%ブタノール

処理)および除核酸処理(1M MnCl2処理)に対し

てもおおむね安定であった。

5.阻害楼借は,モルモット好中球由来の　β-

glucronidase　に対しては　non-competitive　で,その

七滴pHにl.ftfl」走i'.ft　二、

6. β-glucuronidase inhibitorの阻害活性は,高イ

オン強度下(0.05M NaCl)で抑制されるが,同様の

阻害活性の抑制効果は,他の塩溶液(0.05M)を用い

た場合にもみられ,その程度は　NaCl, KCl　および

NH,Cl　では比較的緩徐であったのに対して　MgSO4>

MgCl2, CaCI2, (NH4)2SO4およびNa2S04では強か

sm

7.クロマトフォーカシング法によると,本in・

hibitorの等電点はpH 2.5附近と推定された。

8.本inhibitorの分子量は,約25,500と推定され

た。

9. β-glucuronidase inhibitorは,モルモット由来

の　β-glucuronidase　に対してのみ強い活性阻害を示

すが,モルモット由来の他のIys　　　酵素(acid
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phosphatase, N-Ac-β-glucosaminidase, β-galactosi-

dase, lysozymeおよびcathepsin D)およびモルモッ

ト以外の動物(ニワトリおよびカタツムリ)と大腸菌

由来の　β-glucuronidase　活性には全く阻害作用を認

めなかった。ただし,ヒト末梢血白血球およびウシ肝

臓由来の酵素に対しては,部分的阻害Jてターンを示し

たc

10. BCG生菌免疫モルモット由来のβ-glu

ronidaseに対しても正常動物由来のそれと同様に強

い阻害作用を示した。
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Isolation and Characterization of β-Glucuronidase Inhibitor from

Culture Filtrate of Mycobacterium tuberculosis H37Rv

Katsuhiro KIYOTANI

Department of Bacteriology, Hiroshima University School of Medicine

(Director: Prof. Yoshiyasu MATSUO)

An inhibitory factor against β一glucuronidase activity was detected in and partially pui丘I as a proteinaceous

substance from unheated culture filtrate of M. tuberculosis H37Rv.

The active principle was mostly recovered in the boundary layer between the butanol and aqueous phases

after treating the supernatant culture fluid with lO% saturation of ammonium sulfate and 20% (v/v) n--

butan01. The β-glucuronidase inhibitor was partially pui丘ed by ionexchange chromatography on DEAE-

sepharose CL-6B column with approximately a 53-fold increase in the speci丘c activity. The molecular weight

was estimated to be about 2.55×104 by gel丘Itration on Sephadex G-75, and the isoelectric point about pH

!.5by chromatofocusing with Polybufler exchanger (PBE 94). The inhibitor was stable over a relative一y

wide range of pH (2-10), and resistant to heating at 100-C for lOmin in boiling water, to treatment with

micleases, butanol and manganese chrolide, whereas it was sensitive to trypsin.

The inhibitor reduced its activity under the effect of salt solution (0.05M) such as sodium chrolide,

potassium chrolide, ammonium chrolide, calcinm chrolide, magnecium sulfate, magnecium chrolide, ammonium

sulfate and sodium sulfate, especially the latter five.

The β-glucuronidase inhibitor acted noncompetitively against β-glucuronidase of PMNs from guinea pigs,

with an optimal pH at 4.5. No inhibitory activity was observed on other lysosomal enzymes (acid

phosphatase, N-Ac-β-glucosaminidase, β-galactosidase, lysozyme and cathepsin D) from guinea pigs, β-

glucuronidase from Escherickia coli, domestic fowls and Helix pomatia, whereas partial inhibition was

observed on β-glucronidase from human peripheral blood leukocytes and beef liver.

The inhibitor reduced the /3-glucurondase activity from guinea pigs immunized with M. bovis BCG in

the same degree as that from non-immunized ones.
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