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論文内容の要 旨

〔緒論〕

動植物は古くから天然医薬学の資源として利用されて来たが、微生物が医薬品の資源として利用され

はじめたのはこれらよりはるかに後のことで、第二次大戦以後ペニシリンの実用化によりはじまるとい

える。それ以来今日まで微生物は医薬品の生産手段として主に、(1)抗生物質、 (2)酵素製剤、 (3細菌毒素

を利用した生物学的製剤、などの生産に利用されているが特に抗生物質領域での開発は著しく微生物産

生医薬品の大部分を占めている。

しかしながら今日まで微生物産生物質について動物に対する生理活性を検討した報告はきわめて少な

く、微生物産生生理活性物質の開発はほとんどなされていな Po このような状況の中で著者は生理化学

の立場から従来の抗生物質や細菌毒素とは異なる新らしい微生物産生生理活性物質の開発を目ざして本

研究をはじめた。まず微生物産生生理活性物質が得られるかどうか、その可能性を検討するため実験材

料として 9 種の非病原性 Bacillus属細菌を選び、その培養濃液の各分画について生理活性をしらべた所、

数種の生理活性を認めた。

次いで、さらにその可能性を具体化するため特に活性物質の産生が著明にみられる Bacillus subtilis K 

の培養液液より家兎血清カルシウム低下性物質の精製をこころみ、活性を有する作用本体としてリポ蛋

白質を精製単離し、その化学的、生理化学的性質を種々検討し、微生物産生生理活性物質を実体として

とらえることが出来た。

〔本論〕

生理活性スクリーニング

9 種の Bacillus属細菌を半合成液体培地で振とう培養後その培養液液を pH2~3 に調整した時生じて

来る沈殿を Fraction 1、沈殿を生じない培養鴻液および沈殿を分離した上澄を減圧濃縮後 6倍量のアセ
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トン中に注ぎ、生じて来る沈殿を Fraction n として得、その生理活性を検討した。生理活性はラット

子宮収縮効力、家兎血清カルシウム値の変動、ガFマ心臓機能促進効力および家兎循環白血球数の変動に

ついて検討した。その結果、数種の菌株の Fraction 1 と E に種々の生理活性が認められたが中でも B.

subtilis K および B. nattoNo. 8 に強い家兎血清カルシウム低下効力を、 B. subtilis K と B. megaterium 

KM に強い子宮収縮効力を認めた。

B. subtilis K の培養漉液より家兎血清カルシウム低下性物質の精製単離

次に B. subtilis Kの産生する家兎血清カルシウム低下性物質の精製単離をこころみた。

すなわち B. subtilis Kを半合成液体培地で90時間振とう培養し、その培養液液を pH2~3 に調整して

生じて来る沈殿を Fraction 1 として得、 Fig.1 の方法で精製した。すなわち Fraction 1 を等電点精

製した後、 Fraction 1 に含まれている核酸を除去するためリボヌクレアーゼを目的として部分精製し

た Takadiastase で酸素分解後七フアデックス G-75によるゲル鴻過、等電点分画を行なった後DEAE

-cellulose カラムで精製を行ない有効分画として fr- VI を得る。

Fmfion I(y凶:3. 19 from the culture filtrate 24 liters) 

I suspended in H 2 0 , adjusted to pH 7.0 with 0.1 M NaOH ,centrifuged to remove insoluble 
I ma terials 
Sup 

i a dj u s t e d tωo pH 3.0 with 0.1 N HCαしい川，パce町叩削仙仙n凶山山1刊巾巾t壮廿r山.

PDt 

! dissolved with 0.05 M phosphate buffer (pH 7.0) , digested with Takadiastase at 3T C 
i for 15hr, adjusted to pH 3. 0, centrifuged 
pp1-a 

lgel 伽ation on Sephadex G-75 州mn

Elua te 1 (1, 56g) 
I adjusted to pH 4.6, centrifuged 
「一一一一一一一一一一一一一一一一一一寸
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1 fractionated on 1 adjusted to pH 3.2 
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pH 3.2 Ppt 
fr-VI (268mg) 

FIG. 1. Fractionation of the Rabbit Serum Ca-decreasing Substance from the 
Culture Filtrate of B. subtilis K. 

この fr- VI はかなり精製されているがアクリルアミドゲルディスク電気泳動で未だ単一で与なく発熱性を

有するのでさらにその精製をこころみた。その結果近年 Sweden の o. Vesterberg らにより開発された

両性電解質、 carrier ampholyte を用いる電気泳動的等電点分画法によって fr- VI を 2 成分に分離し得、

発熱性のない有効物質を α因子として単離することが出来た。

有効物質、 α因子の化学的性質

α因子はアクリルアミドゲルディスク電気泳動で単一のハンドを示し、その化学組成は蛋白質62.2% 、

脂質33.6%、糖質1.2%、窒素9.8%、リン 0.7%で蛋白質と脂質を主成分とするリポ蛋白質で、セフア

デックス G-100カラムによるゲル鴻過法でその分子量は115 ，000と算定した。またそのアミノ酸組成か
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ら α因子は s-s 結合を有せずN末端アミノ酸は DNP 法によりロイシンのみ検出された。しかし有機

溶媒で脱脂した蛋白部分、 α-Protein moiety ではロイシンのイ也に新たにアラニンとゼリンがN末端ア

ミノ酸として検出された。 c 末端側アミノ酸はカルボキシペプチダーゼA による分解物の分析からアラ

ニルーロイシルーゼリンであることを認めた。なむ脱脂後の α-Protein moiety でもこの結果は変らな

かった。

有効物質、 α 因子の生理化学的性質

α 因子はo .5mg/kg静脈内投与により 6~7 時間後に家兎血清カルシウムを投与直前値の 9.7% 低下さ

すが α因子の血清カルシウム低下作用機序を解明する一端として、まず放射性ヨウ素でラベルした 131 1

-α 因子を用いてその家兎体内分布を検討し、さらに生体カルシウム代謝と関係の深い生理化学的性質

について二三検討を加えた。

1. Greenwood-Hunter らの方法によりヨウ素化した 1311-α 因子を3 匹一群の雄家兎に2.36X 108cpm 

/4mg耳静脈内投与後30分と 3 時間における各臓器への放射活性の分布をしらべた結果、甲状腺、牌臓、

肝臓に多くの放射活性が分布し、甲状線、下垂体、耳下線、顎下線など血清カルシウム代謝と関係の深

い臓器において放射活性の retention time が長いことを認めた。

2. 血清無機リンは血清カルシウムレベルと密接に関係することが知られているが、 α 因子により投与

後 4 時間で増加の傾向を示した。また骨カルシウム代謝に関係の深い血清アルカリフオスフアターゼ活

性について検討したが α因子による影響はみられなかった。

3. 血中クエン酸は血清カルシウム調節の主役をなす副甲状腺により変化し、組織細胞においてはカル

シウムは多くクエン酸などの有機酸塩として存在する。また s. Natelson らにより発見された豚下垂体

由来の血清カルシウム低下作用物質が家兎において血中クエン酸を増加させるという。そこで α因子の

血中クエン酸におよぼす影響をしらべた所、 α 困子投与後 2 時間で血中クエン酸は著明に増加した。

4. α因子の腎機能に対する作用、また血清カルシウム低下が結果的に尿中カルシウムにどのような変

動をもたらすか、を検討するため α因子投与後24時間尿中排准カルシウム量を測定した。その結果、総

排池カルシウム量は α因子により抑制されることを認めた。

α因子の菌体からの由来

免疫学的に α因子の菌体からの由来を明らかにするため B. subtilis Kの増殖型菌体をリゾチーム処理

し、 c. Weible の方法により cell wall, cytoplasm および ghost の各 subcellular fraction を調整し、

各 fractionの家兎抗血清と α因子とのゲル内沈降反応を行なった。その結果 α因子はcytoplasm fractｭ

ion の抗血清との沈降帯をっくり α因子は増殖型菌体の cytoplasm に由来することを明らかにした。ま

た各 subcellular fraction について血清カルシウム低下効力をしらべた結果cytoplasm fraction にのみ

その活性が認められ、生理活性の点、からも α因子がcytoplasm に由来することを裏付けた。

〔結論〕

1. 9 種の Bacillus属細菌の培養液液について生理活性スクリーニングを行ない家兎血清カルシウム低

下性物質、ラット子宮収縮物質、ガマ心臓機能促進性物質などが得られることを認めた。

2. Bacillus subtilis Kより家兎血清カルシウム低下性物質を精製単離した。

3. 本物質は分子量115 ，000で蛋白質62.2%、脂質33.6%からなるリポ蛋白質でN末端アミノ酸はロイシ
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ン、 C 末端アミノ酸はゼリンである。

4. 本物質は o.5mg / kg耳静脈内投与後 6~7 時間で家兎血清カルシウム値を9.7% 低下させる。また

投与後 2 時間で血中クエン酸を著明に増加させる。

5. 本物質は免疫学的に B. subtilis Kの増殖型菌体の cytoplasm に由来することを明らかにしたし

論文の審査結果の要旨

Bacillus属細菌の培養鴻液より、家兎血清Ca 低下性物質、ラット子宮収縮物質、ガマ心臓機能促進性

物質などをそれぞれ精製単離した。特に Bacillus suftilis K より低下性物質を単一に取り出し、化学構

造、生理化学的性質に検討を加えた。よって本論文が、薬学博士としての価値があるものと認める。
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