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緒 論

概念の沿革 としては,Avery1)又 びBoivin2)に 始 ま

るR→S型 変異 を有型DesoxyribOlt鷺cleicaoid(DNA)

で誘導 した実験 に,そ の源 を発 してい る｡

耐性菌 よ り抽出 したDNA分 画 と共 に培養す る時,感

受性菌を耐性化で ぎることは,1952年3)発 表以来実験を

続けてきたが,こ の度次 の諸要 点に関 し一応 の結果を得

た｡す なわ ち

1)遣 伝学的 に見 て,DNAに よる耐性化 は如何な る

様式で行われるか?

2)生 化学的 に見て,DNA、 に よるGeneの 改変(SM

に耐性 を示す菌への変化 の意)に は如何なる作用条件を

必要 とす るか,こ の問題は直接DNAのTransforma--

tion及 びBiosynthesisの 問題 に連 な るので,こ の現象

を指針 として,こ の未知 の分野 に多少 とも暗示を与える

結果は得 られ ないだろ うか?

3)SM中 継代培養 による弼性上昇において,DNA

に よる耐性化現象は如何 なる役割を演 じているであろ う

か?

この種の有型核酸 と薬剤 の耐性に関する研究は極めて

最近 に始 まり,歴 史ら しきものはな く,又 研究者 も少な

いo耐 性化 に関 してはHotchkiss4)が1951年,Pne-

umooocci対Penicillinで 成功 したのに始 ま り,E.

Alexander5ノ が1952年,Haemophilusillfluenzae

対Streptomyoin(SM)で,叉 勝沼信彦 ・中里博 昭は

19523♪及び19536)年,又 磯江 ・杉出が同年全 く独立 に

結核菌対SMで 報告 したのが これに次 ぐ｡少 しく意味

は異 なるが,皆 川8)が1952年 銅抵抗性 をRNAで 得

ることを報 じてい る｡

耐性復帰 に関 しては1948年VGureka9)に 始 ま り,

"'i㎜mer10),George&PandolailD,秋 葉｡石 井｡田

村12)により研究せ られ た｡

これ等現象 の発見初期の論文 には,DNAの 耐性 化機

構 に関 し未 だ解析的実験が行われてお らず,特 に我 々が

研究方 向 として指 向してきたDNAに よる耐性化の生化

学的機構 への試みは,全 然 文献 を見ず,詳 細に関 しては

未 だ不明 の点 も多 く,な お今後 の研究 に挨たねばな らぬ

が,一 応今 日迄の結 果を まとめ此処 に報告 する｡

材 料

感受性菌=鳥 型結核菌(獣 調株)の 中,特 にSmooth

な コロニーを作 るSM感 受性高き菌 を分離 して使用,

屯の菌 の自然耐性菌出現率 は最大限 の範囲でSMO・25

Y/cc中0～5%で ある｡SiR'vivaltestに より我 々の行

つた中,最 大な もの と最小の ものを示せば第1表 の通 り｡

第1表 感受性菌 よ りの 自然耐 牲菌 出現率

SM澱(Yノ ・・)i・i…251・ ・251・・351・・S{・

出現率(%)
最 大 …}14小 ・2

最 小1000.70

0

0

0

0

0

0

Sauton液 体 培地 で菌 膜 形 成 で 検 定す る と,稀 に0・25

Y/ecは(±)に な る程度 で,普 通 はo.1γ/ecが 境 界 で あ

るo

核 酸 抽 出 用 耐性 菌:上 記 同 一 菌株 をSM中 に継 代 分離

した64my/ce以 上 の1耐性菌 ○

培 地:全 べ て ・SalltvR無 蛋 白培 地 を使 用｡

DNAの 抽 出法;mildな 条 件 下 で抽 出 した 高 重 合

DNAに 活 性 が あ るの で,純 度 よ りも生 物学 的活 性 に電

点 を置 きChargaff法 を基 礎 と して考 え次 の変 法 を 決

定 した｡

Sauton培 地 で7日 培 養 菌 をO.OlmogC五trate-Naで

洗 潅,氷 冷Ether-Aeet◎1・ で脱 脂,Aceton処 理 に よ り

Dry-powderを 作 る｡少 量 のO・01molCitrate-Na添

加Boratebuffer(PH7.5)を 加 え,Dryice-Aeetollで

凍結 しつ つ,4倍 重 量 の硝 子 粉 と磨 砕約1時 間,7～8倍

重量 のbufferで0｡C24時 間抽 出後,前 に一 度 軽 く遠

心沈 澱 で硝 子粉 を 除 き,次 に12,000回 転 で透 明 な上 清

を得 る｡こ れ を 蒸 溜 水 に24時 問 透 析,PH6.5に す

る｡沈 澱 は 再 抽 出す る｡PH6・5に 正 確 に して硫安 半 泡

和,上 浩 を 蒸 溜 水 に1日,0・9%食 塩 水 に1日 透 析 し,

PH7.5に 直 し,0・5%溶 液 に な る如 くDeSQxychorate-

Na添 加 強 振,0｡C2日 聞 放 置 後Seva9法 で除 蛋 白,3

～4倍 容 の ア ル 認一 ル て沈 澱 させ,こ れ を少 量 のO・9%

NaC1に 溶 解 遠 心 沈 澱 し,核 蛋 白 を除去,上 清 に2倍 客

の ア ル コー ル を添 加 し,生 ず る絹 糸 状 沈 澱 を カ ラ ス樺 で

巻 き取 る｡こ れ に よ り低 分子DNA,及 びRNAを か な

り除 き得 る｡Seva9法 以 下 を繰 返 せ ば 精 製 で き る｡
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抽 出DNAの 性状:高 重合絹糸状で,方 ラス籠 で巻

き取 り得｡水 溶液は極 めて粘度が高い,精 製 により純度

は高 くな る(DNA-P4.8%に したものあ り｡こ れは耐

性化能も極めて強 く5Y/eeま で上昇能 力を有 した)｡然 し

以下の多 くの生物実験 に使用 した ものは未精製 で,DNh

A-Pは1.26%(Diphe1}ylamii}反 応 に よる),RNA-P

は043%(Orthin-HC1反 応 に よる),吸 収 スペ ク トル

(B㏄kn}a㎜Spectr｡phot◎meter使 用)は 典型的な核酸

のスペ ク トル を示 し,最 大は258騨,最 小 は235my一 で

あるeこ れの核酸はDNA-20番 の核酸の性状であ る｡

実 験 法

DNAの 作 用法 として,次 の2方 法 を決定 した｡培 養
}畦

法 と.Restingcellmethed(分 裂 していない状 態でDNA

と接触)で あ る○定 性的な予備実験及び本報告以前に報

告 した論文 の実験 には前者 を使用 してきたが,こ の論 文

の結果,す なわ ち定量的な実験,薬 物 による影響を見 る

鵡合等全べて後者 を使用 したDataで あ る｡

1Restigce11-NfethGd

RestingceUの 調製:基 礎実 験 よりできるだけエネ

ルギーを多 く保持 してい る菌が よく,然 し分裂 していて

は困 るので厳密 ではないが,次 の方法 によつた｡盛 んに

発育ナ る48時 間培 養菌 を0・Cに 冷却 しつつ完全に

Isot◎nicphosphatebufferで 洗灘5回,0｡Cに24時 間

放置後更に1回 洗つた菌を使用す るe

感作用DN.A溶 液調製:DNAを100γ/eeの 割 にPH

7.4のPhosphatebufferに 溶解,Seiz氏 細菌濾 過器

を通す｡各 種薬物の影響 を見 る実験では,こ のDNA-

Buffer溶 液 に目的の薬物 を同時に添加溶解 したものを

使用する｡

感作法:上 記DNA溶 液 にRestipgcel1をMcFa-

1andNo.1の 煙 準比濁度 に光電比濁計で浮游 したもの を

同一容ずつ入れ る(DNA濃 度 と菌量 の関係 は非常 に大

きな影響 を持つの て,で きる限 り一連の実験は全部 同時

に行つた)｡37｡Cに20時 間感作後,Bufferで 完全

にDNAを 洗灘除去す る｡感 作前後で生菌数 に有 意の

差は認 められぬので,増 殖 も死滅 もしていない｡す なわ

ちこの間にDNAに よるSolectiexxは 起つていない｡

へ培養:上 駝感作菌を普通Sa幾t｡lt液 体培地 中に20時

問培養す る｡後 章 の実験でDNAと 共 に諸種薬物 を使

用す るのであるが,培 養時SM,2・4Dinitr◎phe)ro1

(DNP)が 共存 する とLagphascが 非常に変化 するが,

上記の如 く洗灘 した菌では,発 育 曲線 に全然変化を与 え

ないのて感作時共 存させた これ等薬物 の影響は,こ の後

の培養に何等 の影響を及ぼ していないとい うことが でき

るo

耐性菌含有率測定法:こ の菌 を単個菌にな る迄 ガラス

球 入り茄子型 コルペンで磨砕後,2,000回 転1分 間程軽

く遠 心 し上層 を取 ると,ほ ぼ単飼菌に分離 している｡単

個菌 に な る と,平 板 培 地 に散 布 した時 均 一 な コロ ニ ーを

作 り,而 も測 定 可 能 大 な コ ロ ニ ーに な るの に4～5日 間

を要 す る｡こ の 菌 を一 定 度 に稀 釈 しSMを0・25Y/eeと

OY/ce含 有Sautoxagar平 板 培 地3枚 に散 布4(・5日 培

養 で コPニ ー数 を 計 算 し,3枚 の平 均 を取 る・

耐臆 出現率一響{鑓 驚 『/留鰹 倉奮壬藪×…

この方法 でOγ/eeの 培地 に300～500程 散布 できた

時 が理想的 であ る｡す なわち感受性菌100匹 に 対 し耐

性菌が何匹 出現 したかを表現 す る｡抽 出物 は抽 出度毎 に

耐性化能 の力価が異な るので,耐 性菌 よ り抽出DNA

(DNARと 略)100Y/ecrs液 に よる上認 出現率 をDNAR-

31,DNAR-20の 如 く数字 を附 してそのDNARの 力価

を記す｡す なわ ち,DNAR・-20は1∞Y/ce溶 液で感作

した時,20%の 耐性菌を出現 させ る能 力を有す るDNA

の意 である｡

2・ 培養法

DNARをSaut◎n液 体培地 に溶 し増殖 中感作｡
爵

実 験 結 果

1.DNARのi耐 牲化能

抽出の度 毎に変化す るが,飼 一抽出物に就 いては同一

条件 で感作すれば一定 した耐性化能を示 し,DNAR-31

で2度 の実験で,30.9%及 び31・5%程 度 の動 ぎ しか

示 さないo

乾燥0｡C保 存 によれば,10～15日 は力価 に変化 を示

さなかつた｡

1)加 熱 の影響:DNAR-31を100｡C15分 間加熱す

ると,0%と な り全然失活す る｡

2)DNAの 特異性;DNAl(感 受 性菌 よ り抽出DN

A)に は全然 耐 性化能無 しeDNAに は特異性 あ り｡

3)DNa§e処 理 に よる影響;DNAR-20に1(units

氏 条件でDNaseを 作用後Sevag法 で酵素 を除去 し使

用す ると活性は全然な くな る｡故 に この活性成分 はDN

Aな るを知 る｡本DNa§eは 牧野堅先生 の御厚意 によ り

Kunitz教 授抽出 の結晶DNaseを 御 分与下 さつたもの

を使 用 した｡本DNaseに はRNaseは 全然 混在 してい

ない｡

4)DNAR蚤 と耐性化能 の関係:第2表 に示 す｡

第2表DNAR量 と耐性化能 の関係

(DNムR-34を 使用)

DNARの 灘(Y/ee>i1・li・1

　　　 　　

1・・li・ …

出 現 率(%)}・ ・51・S・3134・ ・(46・ ・

上表 の如 く同一菌量 に対 して・感作｡DNARの 量が多

い程 耐性菌 出現率は多 くなる｡

5)SM耐 性 度変化:DNAR-20を 用い1回 感 作で,

どの程度耐性が上昇す るか,叉 同一SM濃 度におけ る
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出現率の上昇 と,耐 性度 の上昇 との関係 を見 ると第3表

の如 くな る｡

第3表

sM濃 度(Y/ce)i・ ・25

DNAR-20(%)
DNAR-20

+(%)

ATP
DNAR無 し(%)

20.2

43.1

3.2

0.5

6.4

10｡3

0

1.0

0.8

6.2

0

液体培地にて菌膜形成て検定 した ものを第4表 に示

す｡

第4表

92e欝 ・・5…750・51・ 卸 ・25…

感 受 性 菌_i____

DNAR一20-一 十 荘
昭

鞘

昔｡苔

015

この程度 の純度のDNARで は,1回 感作 ではIY/cc

程度で,こ の間 の各SM濃 度 での出現率 を高める とい

う様式 で耐性化す る｡勿 論DNARの 純度を高 め,作 用

濃度を高 めるか,叉 感作回数を重 ねれば,更 に高 まる｡

感作 回数 を重ね我 々は20γ/ec耐 性菌 を得 てい る(既

報)｡

6)菌 株 による差:Raugh型 の菌株 は核酸 に よる耐

性化は起 し難 い｡

2.耐 性化 の遺伝学的様式

この変化がAdaptationで あるか,Selectionで ある

か,遺 伝子の変化 に よるものであろ うか を明 らかにせ ん

とす るもので,核 酸 によるSeleetionで ない ことは,

DNARと 接触中 に生菌数 の変化 なきことより明 らか に

した6此 処 でGe鵬 な る言葉 の意味 を,我 々の場合 に関

し定義 してお く必要を認める｡従 来Ge丑eと いえぱ,核

内染色体上 のものをい うが,T・M・Somiehorn15)等 は

Pユasmageneの 存在を明 らかに している現状 で あ る｡

結核菌では核,細 胞質の区別,又 染色体 も明 らかにさ許

ていないので,た だ,遺 伝形質 を担つた ものを総称 して

Geneと 呼ぶ ことにす る｡
ミ

実験:RestingcellmethodでDNAR-31と 感 作陵

Bufferて 洗つた菌を,そ の まま培養せず に耐性度を測

定す ると,5・6%こ の菌を24時 間培養 して耐性度を

測定す ると,31・5%に 上昇 している｡

す なわちRestingcel1状 態 で感作 した ままの菌 では,

宋 だ耐性化 していない(こ の実験で多少の 増 加 が あ る

が,こ れはRestingce11製 法の不備 に よるのであろ

う)｡この事実及 び感作耐性菌が遺伝的であ る点 よ り推 し

て,Adaptationで はないであろ う｡又DNARと の接

触 中は分裂 していな くて も感作 できるのだか らDNAR

による耐性菌のみのSeleoti◎nで ない ことは明 らかで

ある｡DNARで 感作す るにはRestingcellstateで 充

分 であるが,そ れが耐性菌 としての性状を呈す るために

1脈 度 培養する必要があ ることは,耐 性を具 備せ る菌 は

次 代以下か らしか でぬ にして も,又 その菌 自身が耐性 と

い う一つの性質 を具 えるのに一一度正常代謝を行な う必要

が あるにして も,・この何 れかは未だ不明な るも,兎 角

genofactorを 得 る段 階 とphemofactoxを 得 る段階 とが

必ず しも同一(同 時)で は な い と い うことを推察 し得

るo

この方法で得 た耐性菌 は遺伝的で,継 代培養(普 通培

地)す るも耐性の低下 を見 ていない(液体培地を使用 し,

菌膜形成 によ り12代 まで検 定)・以上の ことよ りGene

監 憲Gen・Rな る灘 によることを鋤 得 る｡

3・ 生化学的に見た感作条件の影響

DNARで 感作時,こ の章 に記す各種薬物共存 に よる

耐陸菌 出現率へ及ぼす影響 を見 ることに より,このGene

の改造 は如何な る作 用条件 の下 に行 われるかを通 じ,そ

の機 構を多少推察 し5る 結果を得た｡

1)ATP十DNAK-31

.ATP十DNAR・20

Na2HAsO4十DNAR-31

ATP

ATP濃 度 は100Y/¢ ら

65.8%

43.1%

0.85%

0.6%

Na2HAsO4は5×10--3mol,

ATPは 明 らかにDNARに よる弼性菌 出現率 を増加す

る｡Na2HA304の 掬棚及び前記の如 く後培養 には これ等

薬物の影響 はほとん ど及んでいないので,感 作 にATP

の高エネルギー燐酸結 合のエネルギ ーが利 用され ると考

えられ る｡

2)感 作温慶の影響 として,0｡CでDNARと 感作,

氷冷bufferで 洗際 した場合,後 培養す る も耐性化は全

然起 らない｡感 作には一定度以上の温度条 件を必要 とす

るo

3)RNA(yeast)十DNAR-204｡3%

Uracil十DNAR-2015｡2%

RNAは100Y/ec,Uraci1は50Y/eeの 作 用 濃度

RNA及 びRNAの み の構 成 分 で抑 制 され る◎

細 胞質 内 で の蛋 白合 成 に 関 係 あ るRNAで 抑 制 す る

こ とは興 味 あ る結 果 で あ る◇

4)CHa(CN)2十DNAR-203、8%

CH2(CN)2十DNAR-312.2%

Sulfathiazol十DNAR-・310.1%

CII2(CN),の 濃 度 は6.6×10h3mol,SUIfathiazo1は

10Y/ceで あ る｡核 酸 代 謝 阻害 剤 でDNARの 作 用 は 消

失 し,後 培 養 に お け る 自然 耐 性菌 出現 率 まで低 下 す る｡

5)CitrateNa十DNAR-2052タ6

CitrateNaの 濃 度 は0.05moe,TCACycleの 一 員 で

あ り,叉DNase阻 害 作 用 を 有 す る この薬 剤 に よ り増 加

す る｡citrateN・a自 身 に は な い｡
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6)SM十DNAR-2046.6%

SM濃 度毒ま0.1Yノee

SM十DNAR-3141.4%

SM濃 度はO.05γ〆ecであ り,共 にSRbletba1で 恥

stiRgcel1で 作用す る時生菌数 に変化をきたさぬ｡SM

共存 の場 合のみは,bKfferに0・9%に な る如 くNaC1

を添加 して使用す るとDNAとSMの 沈澱は起 らな

いoこ れに関 しEulerHellor15)の 研究あ り｡

DNARに よる耐性化反応 をSMが 増加す ることは,

8M申 継代培 養による鮒性上昇機作推察の上 に重要 な示

唆を与 える｡叉 細胞質内での蛋 白(適 応酵素)合 成抑髄

作用 を有するSMで 促進 され るこ とは,RKAに て抑

制 を受 ける結果 と相 挨つて,叉 電要な意 味を持 つもの と

思 われ る○

総 括 及 び 考 按

DNAKに よる耐性化は,SMの 各濃度範囲に渉つて,

謝性菌の出現 率を増加す るとい う方式 で起 り,し か も遺

伝的変異を起 させ る ものであ る◇生化学的意義を有す る

薬剤 による影響 に関 しては,そ の意味附けをす るには,

昏薬剤に就 いて撃更 に深い追求に挨 たねば確言 し得 ない

の で,現 象的結果の記述に止 めた｡

次 にSM中 継 代培養 による耐性 上昇 において,DNAK

による耐性化現 硬は,ど の程度の役割 を演 じているか,

の問題 に関 しては推察 に止 まるのであるが,Sulfathi｡

uao1は 後者を著明 に阻害する ことを知つたが,当 大府

荘鶉野医学士 は これが前者を著 明に 掬 制 す ることを実

激,報 告16)し ているeこ の間 の関係 を明 らか にせん と

して行いつつ ある別の我 々の実験 でも,こ の両者が相伴

つ てい ることを見 ている｡故 にSMに よる耐 性上昇に

は,核 酸による耐性上昇現 象が,か な り大 きな役割を演

じてお り,し か もSM自 身がDNARに よる耐性化作

用 を増幅する効果 を有す ることも相助け合つて,SMが

独特な耐性上昇 され易 い薬物 であ る性質 を作つ ている理

由の一 つ と考 える｡

故 にDXARに よる耐 性化 を抑 制 す る とい う注意 は ・

今 後 耐 性 上 昇防 止 研 究 の上 に,有 力 な一 方 向性 を 与 え る

もの であ る と信 ず る○

終 りに 臨 み堀 田一 夫 教 授,勝 沼 六 郎 荘長,渡 辺 三 郎 教

授 の御 指 導 の賜 物 さあ る こ と は 申す まで もな く,貴 重 な

DN説 御分 与 下 さつ た 牧 野 堅 教 授1(深 謝 致 し ます｡終

始 直 接 御 教 示 下 さつ た 山 村 雄 一先 生 又 有益 な 御 助 言賜 わ

つ た敬 友 杉 野幸 夫 君,及 び君 野 徹 三,田 中 伸 一,米 田正

彦 の諸 先 生 に心 か ら御 礼 申上 げ ます｡
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