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鳥型結核蔚の適応の一特異型式について

國立療養所春霞園(院 長 工藤 敏夫博士)

蔀 勇

(昭和28年3月13日 受付)

(本論文の要旨は第6回 日本結核病学会近畿地方学会において発表した。)

第1章 緒 言

鳥型結 捜菌浮游液 を用い る実験 にお いて種 々の適応型

式のある事 は,山 村等D・のに よつて報 告せ られてい る◎

その うち須田2),St鋤 紐3)等 に よつて発表せ られたr逐

次適応 」の現象 は鳥型菌(竹 尾株)に おいて も証明する

ことができたD。 す なわ ち代謝上位 の物質Aに 適応 させ

ると,代 謝下位の物質B,ギ,D,… … に適応 している

ので,こ の方法 を用いて代謝経路 を 追 跡 す ることがで

き,山 村 はこの方法に より安息香酸が ブ レソツカテキン

を経 て分解せ られ ることを明らかに してい る◎

この外,山 村等は化学構造が類似す る 略のの聞 に,抗

原抗体反応 におけ る交叉叉は類属反応 に類似 した 「類属

化学適応 』と言 う現象のあ ることを明 らかに したDeす

なわち,A(例 えば安息香酸)に 適応 した菌は,Aと 化

学構造が相似のAt(例 えばア ミノ安息香酸)に も若干

適応 してお り,未 処理菌 に比 してA'を 速 かに代謝 する

ことが できるが,AS適 応 菌に比す ると適応 が完全 でな

く代謝速度が遅い。

而 して上の二つは,い ずれの基質(A,B,C,D,…

…,AX)も 菌によつて代謝 を うけ る場合であ るoし か る

に私は,マ ンデル酸 に接触せ しめた菌がマ ンデル酸 を全

く代謝す ることが てきないに も拘 らず,安 息香酸 とその

代謝下位の ブレンツカテキ ンに完全に適応 してい ること

を認め,特 異 な適応型式 と思われ るので報告す る◎

第2章 実 験 方 法

第1節 結 核菌浮游液 の調製

鳥型結 核菌(竹 尾株)の4%グ リセ リン。肉汁寒天

培地に培 養 じた もの を,白 金 耳 を場 いて無菌的に採 取 し

生理的食塩水 に浮溝せ しめ,通 常5回 遠心沈澱,洗 灘を

繰 り返 して,最 後 にメノウの乳鉢 で20分 間充分に磨砕

し,再 び生理的食塩水 に均等 に浮游せ しめた もの を用い

た。浮游液中の菌量 は吝実験 毎に可及的同一 とす るよう

にし,1cc中 約10mgの 乾燥菌量を含む よ うに した◎一

般 に酵素作用最大 である培養第4～6日 目の菌を使用 し

た。

第2節 適応菌の調製

未処置の菌浮游液は一定 の誘導期の後 に安息=杳酸 を酸

化す るが,こ れ を1普 通 菌」と呼ぶ こととし,一 定時聞

安息香酸 と共存せ しあ た菌は誘導期 を認めないで直ちに

安息香酸 を酸化す ることが でき,こ れをr適 応菌Jと 呼

ぶ こととす る◎ さらに本 論文 においては,後 者の如 く菌

と基質 を一定時間共 存せ しめる処 置を行つ た菌を便宜上

す べて 「適応菌」 と呼ぶ こととす る◎従つてマソデル酸

適応菌の場合の如 くマ ンデル酸 を代 謝することができな

い場 含で も,以 下 の如 き一定 の処置を行つた場合は 「マ

ンデル酸 適応菌」 と呼ぶ こととす る。

適応菌の調製は次 の如 く行5。 すなわち鳥型結核菌の

浮游液10部,燐 酸緩 衝液(N/10,PH7・5)4部,M/10

基質液1部 を温度37・5。Cで 激 しく振澱せ しめたる後,

遠心沈澱 して菌 を集 め上清 を捨て再 び生理的食塩水に浮

游せ しめ,さ らに数回遠心洗澱 と洗 灘 を繰 り返したる

後,最 後に生理的食塩水に浮游せ しめた ものを「適応菌」

浮游液 とす る。

第3節 結核菌浮灘液に よる基質 の酸化の測定法

第1項 ワールブルグ氏検圧法 による測定法

菌浮游液 を基質 に作用せ しめた時の酸素吸収鼠をワー

ルブル グ氏検圧法 によ り測定 した◎

すなわち容器虫室 に菌浮游液1・Oec,燐 酸緩衝液(P

H7.5,N/10)O.4ecを 入れ,側 室に基質液O.1ce(通

常,基 質濃度O.1ee中10yMと し,一 定時間後主室と

混和する),中 央小室に20%苛 性加里液O.2ceを 入れ,

容器中の液総量2.4ceと なるよ うに残余 は蒸溜水を加え

た○温度 は凡て37.5。Cで 容雛内容は空気 を以 てみたし

た¢

第2項 ベ ツクマソの スペ ク トロフオ トメータ・…によ

る測定法

ベ ックマ ンの 閉ペ ク トPtブ オ トメーターDU型 を用

いて波 長220～300郷 の紫外部 において透光率を測定し

て基質 の吸収 スベ ク トルの変化 を観察 した。試料は・反

応液 に硫酸 を添加 して反応 を停止せ しめ,遠 心沈澱 によ

つて上清 をと り申和後,添 加基質量がM/10,000と なる

如 く稀釈 した ものを用い,10鰍 の直径の容器中にて測

定 した。

第3童 実 験 成 績

第1節 適応 菌による安息香酸 の酸化

前述 の如 く調製 した安息香酸適応 菌 。マ ソデル酸適応
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第1図 安息香酸 の酸化 とス トレプ トマイシン(STM)の 影響

鳥型菌(竹 尾株)の グ リセ リン寒天培養第3日 目の菌浮游液

墓質 はいずれ も安息香酸10μM◎ 菌量 は菌浮游液1・Oce中 の乾燥菌量(mg)◎ 測

定温度37.5。C

測定 はW鍵burg検 圧計 を用 いて酸素吸収 の増加 を測定 し,対 照の酸繁消費量 を

差引いてある

A'〕 普通菌B)安 息香酸適応菌C)マ ンヂル酸適応菌

誹

菌 量9.2脚

+STI》!500r

123

反 応時 間(hr・)

7◎o

600

500

400

300

20◎

Io◎

◎

菌量9・7mg

ゆ

φ

ノ←7STP1
5⑪ocr

123

反 応時 間(hr.)

第2図 プ レ ン ツ カテ キ ンの酸 化

鳥型 菌(竹 尾株)の グ リセ リ ン寒 天 培 養 第3日 目の菌

浮游 液◎基 質 はい ず れ も ブyン ヅ カテ キ ン10μM

OO安 息 香 酸 適 応菌(菌 量10.4mg/¢ の

○嘲 。一 〇 マ ンデ ル酸 適 応茜(菌 量10.2mg/ee)

○一 ……つ 普通 菌.(菌 量10・1mg/¢ の

その他 の実験 法 は第1図 に 同 じ
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菌 ・対照 の普通菌

を用い,基 質 を安

息香酸 ソーダーと

㌦して ワ{ル ブル グ

氏検圧計 により酸

素 吸収量 を測定す

ると第1図 及び第

2図 に示す通 りで

ある。すなわ ち普

通菌 は一 定の誘 導

期(30分 ～60分)

を以て安息杳酸 と

ブレソ ツカテキ ソ

を酸化ず るが,マ

ンデル酸適応菌は

安息香酸適応菌 と

同様 に全 く誘導期

を要 しないで安息

看 酸 を酸化するこ

とが でき,叉 その

代謝下位の ブレン

ツカテキンも同様

に誘導期な しに酸

化す ることができ

る(第2図)e

第2節 適応菌によるマンデル酸の酸化

第1節 と同様に安息香酸適応菌 。マ ンデル酸適応菌 。

普通菌を用いて マンデル酸 を基 質 とした場合には酸素吸

収 の増加は全 く認め られ ない。すなわちマ ンデル酸 は安

息香酸適応 菌 ・マ ンヂル酸適応菌 ・普通菌 のいずれによ

つて も酸化を受け ない◎

第3節 適応菌 による基質 の酸化 に及ぼす ス トレプ ト

マイシンの影響

第1節 の実験 において,同 時 にス ト レ プ トマイシン

(STM)を 添加 して基質の酸化 に及ぼすSTMの 影響

を観察す ると,第1図 に示す如 くSTM500Y添 加に

より普通菌においては著 しい阻害 を受け るに拘 らず,マ

ンデル酸適応菌 においては,い ずれ も著 しい阻害 を受け

ないことを認 めた◎すでに山村 は普通菌 による安息香酸

の酸化 はSTMに よつて阻警せ られ るが,安 息香酸適

応菌 による安息香酸 の酸化はSTMに よつて阻害 を う

けず,STMは 菌が安息香酸 に適応す ることを阻害す

ると述 べてい る4)◎上述の成績 から,マ ンデル酸適応菌

による安息香酸の酸化 もSTMに よつて全 く阻害せら

れず,安 息香酸適応 菌 と 同 様な態度 を示す ことを認 め

た。

第4節 適応菌の基 質の酸化 に及ぼす培地 の影響

前節迄の実験成績が培 地の変化 によ り如何 なる影響 を
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第3図 適 応に用 い る安 息香酸 とマンヂル酸の量的関係

鳥型菌(竹 尾株)の グ リセ リン寒天培養第4日 目

使用乾燥菌量 は下表 の如 くで ある○数字 の単位 は 彿卵 ¢

適 応 濃 度txlf/1.5ee 100 50 10 5 1 O.2 K

lOg〔 適 応 濃 度〕 μM 2{・ ・7 ・副 ・・7i ・ ト ・・7i
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B)安 息香酸適応菌

基質 安息香酸

受け るかを検討す る為に,グ リセ リ ン寒 天,グ リセ リ

ン 。ブイ ヨン,キ ル ヒナ ー氏無蛋 白培地 よ り得 たる菌 に

つ き同様 の方法 によ りそれ ぞれ比較実験を行つ たが第1

図 と同様 な曲線 を描 き,こ れ等 の培地の変化 によつて は

差 を認 めない◎

第5節 チモテ ー菌 におけ る適応菌の基質 の酸化

以上 の実験 が菌型の変化 によ り如何 なる成績 を示すか

を検討す る為 に,鳥 型結核菌の代 りにチモテ ー菌 を使用

したが,両 者の聞に何等差 を認 めなかつた。

第6節 適応に用いる安息香酸 及びマ ンデル酸の

量的関係

以上 の如 く,マ ンデル酸適応 菌は安息香酸適応菌 と同

様 に,安 息香酸及びその代謝下位 にあるブレソ ツカテキ

ンに適応 しでい るが,適 応に用いるマ ンデル酸 と安息香

酸 の量的関係が どのよ うであ るかを検討す る為に次 の実

験 を行つたPtす なわち菌浮游液1.Oeeに 対 して,安 息香

酸 及びマ ンデル酸100,50,10,5,1,0.2yMを それ ぞれ

O・Iecの 蒸溜水 に溶解 した もの を 添 加 し,燐 酸緩衝液

O・4ccを加 えて総 蚤1・5reと し,型 の如 く適応せ しめ,

これ等 の適応菌 による安息香酸 の酸化について比較観察

したo

第3図 は各適応

濃度 の対数を横軸

に,酸 素吸収量を

縦軸 にとり,そ の'

適応濃度と反応初

速度(反 応開始後

30分,45分,60

分の酸i素吸収増加

量)と の関係を示

した も の で あ る

カ㍉ こ浄しに よる

と,マ ソデル酸適

応の場合は約10y

Mに,安 息香酸適

応 の場合は50yM

附近 に適応の至適

濃度があ り,マ ン

デル酸適応の方が

安息香酸適応の場

合 よ りも却つて稀

60ft薄 の 至適 濃 度を有

45eし て い る◎ しか し

100yM/1.5(rcに 二お

い て は,マ ンデル

酸 適応 菌 で は安息
le・ …lK

香酸適応菌に比 し

て反応初速度は著

しく低下 してい る。

第7飾 適応 に用いるマ ンデル酸の検 討

以上 の笑験 においては再結晶 して得 たるマンデル酸を

使用 したの であ るが,あ るいは このマ ンデル酸の中に僅

かに安息香酸が混在 していて,そ の安息香酸に菌が処置

の間 に適応 して,前 述 の如 く安息杳酸適応菌の場合と同

様の成績 を得たのではないか と言 う惧れがあ り,こ れを

検討す る為に次 の実験 を行つた。すなわ ち,第4図Aの

如 く,菌 を適応せ しむ る場合 と同様 に型 の如 くマソデル

酸 と菌浮 游液 とを3時 聞振鍛 して,そ の操作 中に,僅 か

に混在の惧れ のある安患香酸 を酸化消費せ しめ,か くし

て得 たる菌浮游液 を遠 心沈澱(10,000ア/m,30分)し て

上清 を得 る◎ この上清 を もはや安息香酸 を含 まぬマソデ

ル酸液 と見倣 して,こ れ に別に新 しく調製 した菌液 を適

応せ しめ る。か くして得た菌をマ ンデル酸適応菌とし,

安息香酸 を基質 としてその酸素吸収量を測定 したが,前

述の成績 と何等異 る点 を認 めす,か くして得 たるマンデ

ル酸適応菌は第4図Bの 如 く,安 息香酸適応菌 と同様に

誘導期な しに直ちに安息香酸を酸化 し,STMに よつて

は著 しい阻害 を受けない6す なわ ち前節 までの実験成績
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第4図 マンデル酸の検討

鳥型菌(竹 尾株)の グ リセ リン 。ブイ ヨン培養第4日 目の菌浮游液

Bに おける乾燥菌量9.2mg/ee

墓質 は安息香酸10yM

その他の実験 法は第1図 に同 じ

A)B)Aの マ ンデル酸適 応菌 による安息

香酸 の酸化

菌 液

マ麿 応懸難

r
上 清

別 に調製 した普
通菌 を添加

捷
マンデル酸適応菌

1
菌 体 　

酸
素
消
費
量

徽¢

は,マ ソデル酸 中に安息香酸が混在 した為 によるもので

はないと言 うことを確め ることが できた◎

第8節 吸収 スペ ク トル による基質 の変化 の観察

以上は適応 菌による酸素 の消 費量 を観察 したのである

が,次 にペ ツクマンの スペク トPtフ オトメーターDU型

を用い,紫 外部の吸収 スペク トルを測定 して基質の変化

を追跡 した。

第5図 マンヂル酸 の吸収 スペク トル
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第1項 マ ンデル酸の

吸収 スペ ク トル

安息香酸適応 菌 ・マソ

デル酸適応菌及び普通菌

を用いて,マ ソデル酸 を

基 質と した場合のマ ンデ

ル酸 の吸収 スペ ク トルを

時間的 に追跡 す ると第5

図に示す如 く何等 の変化

を認 めず,マ ンデル酸 自

身はこれ らの菌液 のいず

れ によつて も代謝 を受け

ない ことを認めた◎

第2項 安息香酸 の吸

収 スペ ク トル

安息香酸適応 菌 ・マン

デル酸適応菌及び普通菌

に よる安息香酸の酸化 に

おいて第6図 の如 くまず

酸素吸収 を測定 して,反

応開始後0分,20分,105

分 で適応 菌 と普通菌 との

問に著 しい差のあることを確 めた後,硫 酸 を添加 して反

第6図 安 息香 酸 の 酸 化

鳥型 結 核菌(竹 尾株)の グ リセ リン寒 天 培 養 第4日 目

乾 燥 菌 量 普 通 菌29。3惣9/ecマ ンデ ル酸 適 応 菌31.4ma/ee

酸 繁 吸 双 は"'arbur9検 圧 計 に よつ て,安 息 香 酸10μMを

添 加 した場 合 の酸 繁 吸収 の増 加 を測定tOsft
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第7図 安 息香 酸 の吸 取 ス ペク トル

安 息 香 酸 の 吸収 ス ペ ク トル はBockmaus'SpectrophotometerDU

型 を用 い て,波 長220～300叫 の紫 外 部 にお い て透 光率 を測 定 した◎

一定 時 間後 に硫 酸 を用 い て反 応 を停 止せ しめ
,遠 沈 に よつ(上 清 を と

り中 和後,添 加 安 息 香 酸 量 がM/10,000と な る如 く稀釈 して,10mm

の 直径 の容 器 中 にて 吸収 ス ペ ク トル を測定 した.

A)普 通 菌B)マ ンデ ル酸 適応 菌

透.「Se
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波長(畔)波 長(叫)

応 を停止せ しめ,上 清 について安息香酸 の吸収 スペ ク ト

ルを追跡す ると第7図 に示す如 く適応 菌と普通菌の場合

におけ る吸収 スペク トルの変化は著 しい差異 を示 し,普

通菌の場合に比 し適応菌 の場合は速 かに安息香酸の特異

的吸収 スペ ク トルが消失す る◎すなおち20分 では普通

菌では殆ん ど変化 な く,適 応 菌では若干分 解 せ られ,

105分 では著 しい透光率の差 を示 し,適 応菌の場合 は普

通 菌 よりも安息杳酸の分解の度が大 なることを認める◎

しか してその分解速度はマ ンデル酸適応菌の場合 と安息

香酸適応菌の場合 と殆ん ど差 を認 めないδ)。

考 按

最近Stanierは マ ンデル酸添加培地 に培養 したPseu-

d◎組onasflu◎resceusの 一菌 株か らの抽 出液がD-一 文 は

工一 マンデル酸を酸化 して安息香酸 とす ることを報 告 し

てい る6)◎ 私の使用 した烏 型菌(竹 尾株)は 上述 の如 く

マンデル酸 を酸化す ることが できず,又 ベ ツクマ ンのス

ベク トロフオ トメーターに よる吸収帯の変化 から考 えて

もマ ンデル酸 は代謝 を うけ るとは思 われ ない。

従つてStanierの 使 用 した菌とは

性状 を異 に してい ると考え られ るo・

最近M◎nod等 は大腸菌の一菌株が,

代謝 されないmelibio,geと 接触せ し

められ ることによつてβ一galactosidase

を産生 して くることを報 告 しておりり.

私の観察 した現象 と相似 している。

上述 の如 く,代 謝 を受け ない物質X

と共存 させ ることに よつ て,或 代謝物

質Aに 適応 して来 るとい うことは,

r逐次適応」によつて代謝経路を追跡す

る ときに,そ の成績 を誤 らせる惧れが

あるか ら注意 を要 す る◎

総 括 及 び 結 論

1)マ ンデル酸 自身は,普 通菌 。適

応菌のいずれに よつて も酸化せられな

いが,マ ンデル酸適応菌は安息香酸及

びプ レンツカテキ ンに適応 しており,

全 く誘導期 を要 しないで,こ れらの基

質 を酸化す ることができる。

2)マ ンデル酸適応 菌による安息香

酸及び プレンツカテキ ンの酸化はST

Mに よつて著明な阻害を受けない。

3)マ ヴ デル酸適応 の方が,安 息香

酸適応 の場合 よ りも稀 薄の至適濃度を

有す る◇

4)ベ ックマンの スベク トロフtト

メ ータ{に よ り紫外部において基質の

変化 を追求ナ ると,マ ソデル酸は適応

前 も適応後 も分解を認 めず,適 応菌に

おいては安息香酸 の速かな分解が見 られ,且 つマンデル

酸適応菌 と安息香酸適応菌 との問 に基質分解速度の差を

認めない。

5)以 上 の現象は,グ リセ リン寒天,グ リセ リン ◆ブ

イヨン,キ ル ヒナー氏無蛋白培地等 の異なる培地に培養

して響 た る鳥型菌 において同様 に観察す ることができ,

文 チモテ ー菌にお いて も同様 の成績 を得た。

終 りにのぞみ,終 始御懇篤 なる御指導 と御校閲を賜わ

つた渡辺三郎教授並び に山村雄一助教授に深甚の謝意を

捧iげる○また常 に種 々の御指導 と御鞭髭を賜つた恩師春

霞園院長工藤敏 夫博士 に衷心 より感謝す る。
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