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ス トレプ トマ イ シ ン耐性 菌 出現 に関す る

遺伝生化学的研究

名古屋大学医学部内科第一講座(主 任 日比野進教授)

杉 山 正 雄 ・田 中 伸 一

(昭和29年7月16日 受付)

第1章 緒 言

結核菌のStreptomycin(以 下SMと 略記)耐 性菌

の発現 に関 しては,従 来臨床的 にも,又 試 験管 内におい

ても,種 々の方面 より多数研究 されている問題であ るが,

私は この問題を細菌 の遣伝学的な見地 より生化学的な方

法 による検 索を行 つた｡す なわ ちその概念 として,近 年

二,三 の生化学者等1)2)に よ り,染 色体 が核蛋 白を主要

成分 としているこ とが明 らか にされ,機 能 の面 よ り,概

念的 にその存在が主張 されて きた遺伝子 なるものを,物

質的な面 よ り究明せん と企て られている｡そ して遺伝子

の存在す るところには常にDesoxyribonucleate(DNA)

の存在 が確認 された｡こ の線に沿 う遺伝学 の著 しい進展,

特に遺伝子 と核酸 との関係が明らか にされ るに伴い,細

菌の遣伝現象,殊 に細 菌の核酸 による菌型転換 現象,薬

剤耐性 の獲得及び復帰 に関す る一連 の現象 に関 して も,

この観点 よ り追求 されて ぎた｡

た また ま1944年Avery,McLeod&McCarty3)

等 によ り酵素 の支配す る遺伝的Factorの 存在が確認 さ

れた｡こ れは肺炎球菌 の多糖類被膜の形成 を支配す る因

子 に関係す る もので,肺 炎球菌は血清 学 的 に 多 数 の

Typeに 分類 され てい るが,こ の型特異性は菌体被膜 の

多糖類の化学構造 と関連す るものである｡す なわち,第

皿型肺 炎球菌の抽 出物 を第 ∬型肺炎 球菌 と培地 申に共存

させる ことに より,そ の ∬型肺炎菌が 皿型 にな ることを

発見 した｡こ の∬型→ 皿型への転換 を起す 皿型菌体 内の

有効物質 はDNAで あつ て,こ のDNAが 皿型肺炎菌

の遺伝的性格を1r型 菌 の移譲 した ものと思 准し,こ の遺

伝的なTraitを 移譲す る能力 を有す る物質 を"Trans-

fermingsubstance"と 名付けた｡こ の細菌の定向性変

異の現象がBOvin4)に よ り,大 腸菌 において,Wei15)に

よ り赤痢 菌において,Alexander6)に よ り"Hemophilus-

i雄fluenzae"に おいて知 られた｡

細菌 の核酸 と薬剤耐性に関する問題 に関 しては,極 く

最近 には じま り,Wyss7)はSulfonamide剤 耐性大腸

菌 の核蛋 白分劃 が感性株を耐性化す ると報告 し,Hotch-

kiss8)はPenicillin耐 性B市炎双球菌 のDNAが 感性株

を耐性化す るとい う事実 を詳細 に報告 している｡R(ト

1and&Stuartg)はSM耐 性S.wichita及 びE.coli

の培養濾液,Autolysate,核 酸分劃を以 つてSM感 性

S.Typhiを 耐性化す るこ とを得た と報告 し,Ephrussi-

Taylorユo)は肺炎球菌 でSM及 びPenicillinの 薬剤耐性

問題を この観点 よ り取扱 つている｡

結核菌のSM耐 性 問題 に関 しては,本 邦 においては,

勝沼等11)me)13)は 私14)15)と ほぼ時 を同 じくして,独 立

に鳥型結核菌を使用 して,SM耐 性問題を と りあげ観察

してい る｡叉 耐性復帰 の問題 には,V◎urekal6),Bea-

dle17),Horowitz18)等,秋 葉,石 井,及 び田村等19)が

触れた ことは特筆すぺ きであろ う｡

私は この よ うなMcCarty,Avery及 びB◎vin等 の

いわゆるTransformingprincipleは 最近問題 の中核

とな りつつある,Geneの 行動 を研究 を柳かで も推進 さ

せ る,一 応好適 なる材料で あると考え,鳥 型結核菌の

SM耐 性問題について若干研究を試みたのてある｡す な

わ ち私は,Transformingprincipleに ついて,こ の

Transformingと 目すぺ き現象が菌体 内の如何 なる条 件

を背景 として起 るか,如 何 なる代謝過程 と共範 してい る

か,又Transformingsubstanceの 物質的把麗及 びそ

の生物学的特異 性の限界,又Transformingsgbstance

で変異せ しめ得た と考 え られ る菌の同定等の諸項 につい

て一応今 日迄の結果を まとめ ここに報告す る｡

第2童SM耐 性菌 よ リ抽出せる核酸 によ

る,SM感 性菌 のSM耐 性化

第1節 実 験 材 料

1)SM感 受 性菌

未だSMに 接触 した ことの ない,鳥:豊 紀核薩竹尾株

及 び獣調株 のSMO｡5Y/mlに て発育阻止 され るもの｡

2)核 酸抽出用SM耐 性菌

上記SM感 性鳥型結核 菌竹尾 殊及び獣調株 をSM含

有Sauton培 地 に継代培養するこ とによ り,SM!,COO

∀魏1以 上 の耐性菌 を試験管内で調製 し,然 る後SM～ ノ

含有 しない培地 に数代累代培養 し,使 用前SM1,000

γ/ml"A上に耐 性である ことを確認 した 後使用に供 した｡

3)SM耐 性鳥型結 核菌 よ り核酸の抽 出

A)核 酸抽出条件の検討

遺伝原 性の如 き,微 妙な生物学的 性格 を循 した核酸 を,

一応純粋 に抽出す ることは
,か な り至難事であ る｡す な
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わ ち核酸のDepolymerase作 用を抑 えてお くこと,pH,

温度等 の諸条件 に留意 して,核 酸 の不慮 の破壊を防止す

るこ と等は当然必要 な事 碩である20)21)｡し か しこの場

合,一 般材料 と若干趣 を異 にす ることは,菌 体 か ら核酸

を溶離 させ る第一段 階の吟味である｡結 核菌が脂質 に被

覆 されていて,Detergent20)類 に抵抗が強 いため,上

述 の如 く,高 重合 の核酸 を可及的温和な条件で,且 つ好

収量で分離 するには,高 等動植物組織や一般 微生物 を材

料 とする時には不必要 な配慮 も払わなければならない｡

よつて この 目的 のため にまず鳥 型結核菌をSauton培 地

に培養 した ものの培養3日 目位 の対数 期に入 りかけた,

核酸量 の最 も豊富 な時期を見計 らつて集菌 し,次 いで蒸

溜水 で数回洗菌を繰返 し培地成分を除去す る｡これをPo-

tterElvehjem型ee)Homegenizerで 水 で均等化,つ

いで遠心集菌す る｡か か る方法 で得た菌塊 を 一10｡Cア

ルコール中に約30分 間投入 し,つ いで氷冷工一テル ア

ル=一 ル(1:1)中 で24時 間脱脂 した後遠沈 して菌体

のエ ーテル アル コールパ ウダーを調製す る｡こ の菌体 よ

り従来賞 用 され ている数種のDetergentを 用 いて次 に

示す各項 の条件 で抽 出 し得 る核酸 の蚤をSchneider23)

の方法 及びSchmidtetThannhauser24)の 方法 で比較

検討 した｡す なわ ち,

① 乾燥菌1gを 氷冷下で,硝 子粉 約5～10gと とも

に0｡5%の 割合 にSod.desoxycholateを 添加せ る

BorateBuffer(pH7.8)で 湿 しつつ約1時 間磨砕を行

い,全 量30mlのBorateBufferで0｡C,48時 間抽

出を行 つた場合｡

② ①の場 合に用 いたSod・desoxycholateの 代 りに

同 じ割合でSod・cholateを 用い,同 様 の操 作を 行つた

場合｡

③1gの 乾燥菌を①の場 合と同様 の方法 で,こ の場

合は変性剤を使用せず して,BorateBufferの みで抽

出を行 つた場合｡

④lgの 乾燥菌を37｡Cに おいて48間 時飽和尿素

液20m1で 変性後①の場合 と同様 に硝子粉 と共 に菌体を

磨砕 し,BorateBufferで 抽出を行つた場 合｡

⑤19の 乾燥 を5%グ アaヂ ン20mlに て0｡C,48

時間変性後① の場合 と同様菌体を磨 砕 しBorateBuffer

で抽出 を行つた場合｡

⑥19の 乾燥菌 をSoxhlet装 置 にてr一 テルにて処

理 後,① の場合 と同様菌体 を磨砕 しBorate恥fferで

抽出 した場合｡

以上の 各環 の条件について核酸 の抽 出を行つた場合の,

抽出 し得 る核酸 の盈 を比較 した成績は第1表 及び第2表

に示す通 りである｡検 討 して得 た成績 はいずれの場合に

ついて も核酸の溶離 には,精 力的 な機械的磨 砕は絶対不

可欠であるが,こ の際核酸には無影響 なDetergentを

添加 する ことが有利であつて,尿 素,グ アニヂン等 の蛋

第1表Sc㎞idt&Thannhau$er法

抽 揖 条 件
:DNA｡燐RNA一 燐

襯 劉響ヂ勢糖 踵野
デ ス オ キ シ コ ー
ル 酸 ソーダ ii・46gl2…{8・867i46・6

コール 酸 ソーダ1・ ・9・7次 ・3・・}8・ 翅 陣 ・5

一 一テ 舳 出 ・・W514・214・3・6i22・7

照 緩衝 液 の 司 ・・5998・67・9・ ・{4・ ・6

尿 戴 性 ・・刎4・ …932…2

グ アnヂ ン変倒 ・・25213・6i…6419・8

菌体19中 核酸
量

6.972 19.011

第2表Sc㎞eider法

抽 出 条 件
勝膨 憂訂 一議錨 オルシン塩

勢鵬 陣野 勢鵬{幣
デ ス オ キ シ コ ー
ル 酸 ソー ダ 16・2261・S・ ・1・`i3・508i6・ ・3

謬一ル酸 ソーダ14・573悌3 ・・3・.6i47・5

一 一テ ル 抽 副3・ ・3・22・41S7・ml24・ ・

騰 鰍 の司3・ ・75126・4レ2・774i3・ ・6

尿 紫 変 倒 ・・劉5・5124…2i・ …

グ ア ー ヂ ン 変倒 …6gl9・4・8・45・{7・8

墓 体'g「ptZtW1
13.530 238.020

白変性剤 は意味が少 ない｡す なわちSod.desoxycho-1

ate,及 びSod・Cholate殊 に前者 の共存は核酸の溶

離 に極めて好都 合な条件 を与 える ことを知つた｡従 つて

私は核酸の抽出に際 しては,S(》d.desoxycholateを 用

い ることに した｡

B)核 酸抽出法

上記の核酸抽出条件の検討並び にChargaff21)の 方法

を基 礎 として,私 は第3表 に示す よ うな方法 に より,S

M耐 性鳥型結核菌竹尾株及 び獣調株 よ り核酸 の抽出を行

つた○

す なわ ち,上 述の方法で調製 した菌体 のアル コールエ

ーテルパ ウダーを,約4倍 量の硝子粉 と共 に0.01M

Citrate添 加棚酸緩衝液(pH7.8)に5%の 割合にSod｡

desoxycholateを 加 えた もので湿 しつつ乳鉢で氷冷 しな

がら約2時 間菌体の磨砕 を行 う｡つ いで菌乾燥重量25g

に対 し500mlの 棚酸緩衝液 と共 に冷室 において振 匿 し

ながら48時 間抽 出を行つた後,遠 沈 して上清 を取 り旦

つ濾過す る｡沈 澄は更に乳鉢 で磨砕 を行 い,Bufferで

再抽 出を2～3回 反覆 した後同様上清 を濾過 して先 の上

清 と一緒 にす る｡こ の抽出液 を流水 に対 して48時 間透

析 を行 い・1/s容 麓迄激圧濃縮 後,氷 室 にて蒸溜水 に対

一24一
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第3表 鳥 型結 核 菌 より核 酸 の抽 出法

結 核 菌

↓
-100Cア ル 黎一ル 中 に30分

↓0｡C
エ ー テル ァ ル コ ール(1:1)で 脱 脂24時 間

↓
ヂ ス オ キ シ コ{ル 酸 ソ ーダ,ガ ラ ス粉 で磨 砕

↓
鵬酸 緩 衝 液(pH7.8)で 数 回抽 出(氷 室48時 間)

↓
上 清 を透 析(流 水｡妨 時 間)

↓

減 圧濃 縮

↓

透 析(冷 蒸 溜 水 ・72時 間)

↓
デ スオ キ シ コー ル酸 ソー ダ を加 え 振 鑑

↓

遠 沈(3倍 量 ア ル コール)
↓

O.8%食 塩 水 に溶 解

↓

除 蛋 白(Sevag法)

↓

遠 沈(4倍 量 ア ル コ ール)

↓
0.8%食 塩 水 に溶 解

↓

[醸蔽

して3日 間透析を行 う｡つ ぎにO・5%の 割合にSod.

desoxycholateを 加 えて,pH7・0に 修正 し,氷 室 にて

24時 間振邊す る｡し か る後3倍 量の アル コールを加 え

て遠沈 し,こ れ を0.8%の 食塩 水に溶か してSevag

法20)を厳重 に反覆行つ て除蛋 白を行 い,約3～4倍 量 の

アルコールを加 えて遠沈 に より絹糸状沈澱,す なわち粗

核酸を得 る｡つ いでSevag法 よ り以後 の方法 を数回反

覆 して核酸を精製す る｡な おDNA,RNA,に 分劃す る

際には,そ れぞれ牛の膵臓 よ りMcDonald及 びKumitz

の方法 で得たRNA-ase25),DNA-ase26),を この核 酸に

作用させ各 々一 旦Sevag法 で蛋 白を除去後,ア ル コー

ル沈澱を2回 反 覆 して,精 製DNA,精 製RNA,と して

これを実験 に供 した｡私 の使用 したDNA-aseに はRNA

07

吸
光
係
数

05

一aseは全然混在 していない｡

C)抽 出せ る核酸 の性質

① 紫外部吸収スペ ク トル

抽出 した核酸 を100γ/mlの 割合に生理的食塩水 に溶

解 し,BeckmannSpectrophotometerに よ り吸収 スペ

ク トルを調 べた結果 は第1図 に示す通 り,竹 尾株及び獣

調株 の核酸は共に典型的 な核酸のスベ ク トルav)28)を 示

し,両 者共 に最大は258my,最 小は233myで あるe

② 核酸の定量

竹尾株及び獣調株 よ り抽出せ る核酸各 々両者 につ いて,

Schneider法23)及 びSc㎞idt,Thannhauserec)の 方法

によりRNA,DNAの 含有量 を測定 し,総 燐及 び窒素

は各 々Fiske&Subbarow法29)及 び ミクローKje1-

dah1法30)に よつ て測定 した もので,そ の成績 は第4表

に示す通 りで,表 中の数字はそれぞれ核酸1mgに つい

ての測定値(単 位 γ)を 示す｡蛋 白反応 は総 て陰性であ

つ た｡こ の表の値 より竹尾株 よ り抽出せ る核酸 も,獣 調

株 より抽 出せ るもの もほぼ同程度 の純度を有する ものを

抽出する ことが できた｡

第4表 核 酸 の 定 量

隊 調 州 竹 尾 株

励撫翻

'

D

二
R

ゆ
D

R

窒

N

ハ

卸(

ヂ(
101

312

14

27

41

67

1.63

185

330

11

31

42

77

1.83

03

10

第1図 抽 出せ る核 酸の紫外線吸収 スペク トル

猷 調 株 核 酸 竹 尾 株 榎 鮫

2 波 長

窒

蓑

被 長

(註 核 酸1mgに ついて の測定値 単位 γ)

4)SM耐 性測定法

A)使 用培地

SM耐 性測定 に際 しては鳥型結核菌の場合 は総て試験

管 にSauton寒 天培地 を4.5ml宛 分注 し,こ れ にSM

の各濃度の稀 釈液0.5mlを 加えて,そ の終末濃度

がO.1,0.5,ユ,5,10,100γ/mlと なるよ うにし

斜面に した ものを用い,BCGの 場 合には3%グ リ

セ リンブイヨン寒天培地を使用 した｡

B)接 種菌量

SM耐 性 測定培地 に接種する際菌量 を一定 にす る

ために,菌 を秤量後硬質 コルベ ンに入れ,こ れ に硝

子玉を入れ手振 り法 によ り5mg/m1の 均等な生理

食塩 水菌浮游 液を作成 し,SM添 加培地 に0.ユm1

宛接種 し定量的 に培養 した｡菌 液接種後は菌液 が培

地全面を均等に潤す よ うに流 した後,培 地斜面 が水

平を保 つ ように試験管を横 に して贈卵器 に入れ培 養

した｡

C)培 養成績判定基準

一 一25-一 一
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菌 液接種後3日 間,37｡Cで 培養後成績 を判定 した｡

成績 判定基 準は下 記の如 し｡

(辮)対 照 と大略同様か乃至はその2/3以 上 の菌発

育を認 めるもの

(昔)苅 照 のV2以 上2/3程 度迄の菌発育状態 を認

め るもの

(+)対 照 のY2以 下 の発育 を示す もの

(0)培 地表面 に コロニーの形 成を全 く認め ない も

の

慧ロニー数 を数 え得 るものは数字 を以つ てその数 を

記載 した

5)ア デノシン｡5・ 三燐酸(ATP)

Do鷺nce等 るDの 方法 で抽 出 したATP-Ba塩 を使用 に

際 してATP-K塩 として実験 に供 した｡

第2節 実験方法及び実験成績

1)SM耐 性鳥型結核菌 よ り抽出せる核酸(以 下NAR

と略記す る)を 添加せ る培地 にSM感 性鳥型結核 菌 を

継代培養 せる場合

Saut◎n培 地にNAR(竹 尾株)を それぞれ1,000

γfm1,100Y/m1,10Y/m1の 割 合に添加せ るものに,SM

感性菌(竹 尾株)を 接種 し,37｡Cで3日 間培養 せる後,

増殖 して来た菌 について各 々菌浮游液を調製 してSM含

有培地 に接種 してSM耐 性 を測定す る と第5表 に示す

如 く,NAR1,000Y/ml含 有培地 では,1代 でSM100

第5表SM耐 性鳥型結核菌(竹 尾)の 核酸含有 ソ・・ト

ン培地 に継代 培 養 せ るSM感 性菌(竹 尾)

継代娩

SM

(Y/ml)

核酸
}α/2iの

0 0.1 0.5 15 10 100

M100Y/ml培 地 にSMを 含有せ ざる培地 と同程度 に増

殖 できる ようになる｡NARIOY/m1含 有培地 に増殖 した

菌 は数代継代培養を繰返 して も極めて軽度 しかSM耐

性化を示 してい ない｡以 上の成績 よ り私の抽出 したNAR

は,大 略100γ ノml附 近の濃度 で,SM感 性菌 のSM

耐性化を 引き起す ことがで きる よ うに 考 え られるので

ある◎

2)SM耐 性化有効物質 の決定

上記 の実験 によ りNARはSM感 性菌 を して,一 応

SM耐 性化せ しめ る能力を有す るものである ことを認 め

た のであるが,こ の有効物質を追究すべ く更 に次 のよ5

な実験を行つた｡す なわち前述 の如 き方 法で,こ のNAR

にDNA-ase,RNA-aseの 各 々を作用 させ て精製 した

RNA及 びDNAを 各 々別 々にSaut｡n培 地 に加 え,

これにSM感 性菌(竹 尾株)を それぞれ接種 して増殖

して来た菌 について各 々SM耐 性 を検する と第6表 に

示す如 く,NARをRNA-aseで 処理 した もの,す なわ

ちDNA含 有培地 に増殖 した菌は明 らかにSMloOγ 加1

に増殖す ることができたが,一 方NARをDNA-aseで

処理 した もの,す なわ ちRNA含 有培地に増殖 した菌は

SM含 有培地 に接種 して も増殖 を認めず,SM耐 性化は

不可能であつた｡こ の事実 よ り,こ のSM耐 性化を惹

起せ しめ る有効物質 はNARの 中 のDNAに 他 ならぬ

ことが決定 された｡
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第6表SM耐 性鳥型結核菌(竹 尾)よ り抽 出せ る核

酸にRNA-ase及 びDNA-aseの 各 々を作

用 させ た場合SM感 性菌(竹 尾)に 対す る

核酸の影響
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γ/m1の 培地 に,sMを 含有 せざる培地 と同程度の発育

を示 してい る｡す なわち1代 培養 で100γ/m1のSM耐

性 を獲得 してい る｡NARlooγ/ml含 有培地 に接種 され

た菌は,1代 培養 でSMloOY/ml培 地 にSMを 含有せ

ざる培地 のV2以 下 の増殖度 を示 し,2代 継 代培養でS

0

0

0

0

昔

暮

0

0

0
0

苔

静

0

0

0

0

静

昔

0

0

0

0

昔

十

3)SM感 性菌の静止菌 に対す るNARの 影響

SautOR-agar培 地 に発育せ るSM感 性鳥型結核菌(獣

調 株)を 集菌 し,24時 間 氷室 に保存 した後,10mg/ml

の生理食塩水菌浮游液を調製 し,こ れ を1ml宛 減菌 ス

ピッツに分注 し,更にこれ にNAR(獣 調株)の10mg/ml

の生理食塩水溶液を1ml宛 注加 し,氷 室 に保存 し,

6時 聞,ユ2時 間,24時 間,48時 間 の斎時聞毎 に各1

本宛取 出 し,遠 沈 に より滅菌生理食塩水 にて数 回薗体 の

洗瀞 を繰返 して核酸 を除去 した後,減 薗生理食塩 水にて

全量を2m1と し,O・1ml宛SM含 有Sauton培 地 に

接種 してSM耐 性を測定 したが,SM耐 性の上昇 は認

め られなかつた｡更 にこの0｡Cで 核酸 と接触 さ せ た 菌

一一一26-一
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を1代 普通のSauton培 地 に接種 し増殖 させた後,該 菌

}こついてSM耐 性 を検 したが同様SM耐 性化 は認め ら

れなかつ た｡す なわ ち,0｡CでNARとSM感 性菌 と

接触 させて もSM耐 性 とい う遺伝的Traitは 移譲 され

得ない｡又0｡CでNARと 接触 させた菌を1代Sau-

ton培 地 に培養 して増殖 させ た菌 も,矢 張 りSM耐 性

なる性格 を持つ に至 らなかつた(第7表 及び第8表)｡い

第7表0｡Cに おいて核酸 と接 触 させ たSM感 性菌

のである(第9表 及び第10表)｡こ の場合に もNAR

と37｡Cに おいて接 触 させ たのみの菌 において僅か に

SM耐 性の上昇が認め られる も,洗 菌 の際NARを 完

全 に除去 し得なかつたために生 じた ものであろ う｡

第9表37｡Cに お》・て核 酸 と接触 きせたSM感 性菌
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第10表37｡Cに おいて核 酸 と接触後 ソPtト ン培地

に1代 増殖 きせたSM感 性菌

第8表0｡Cに おい て核酸 と接触後 ソー トン培地に

1代 増殖 させ たSM感 性菌
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い換えればRestingce11で はNARはSM感 性菌 に

SM耐 性 とい う遺伝的Traitを 移譲 できない｡表 に見

られる成績において,SM低 濃度 に僅か にコロニーの発

育を認め るが,こ れは生理食塩 水溶液 として接触 させた

核酸を洗い去る際完全 に除去す るこ とがで ぎず,一 部 菌

体 に附着 していたために生 じた ものか,Restingce11製

法の不備 によるもの と考 えられ る｡

次にこの0｡Cで 行つた実験 と同様 の方法 で37｡Cで

NARとSM感 性菌を接触 させた場 合について実験す

ると,す なわち37｡CでNARとSM感 性菌を接 触さ

せたのみではSM感 性菌 のSM耐 性化は認め られなか

つた｡し か しなが らこの37｡CでNARと 接触 させた

菌を洗菌 し,一 度Sauton-agar培 地 に接 種 し,増 殖 さ

せた菌 について は明 らかにNARと6時 間以上接触 さ

せた菌はSMIOOy/ml迄 の培地 にSMを 含有せ ざる培

地 と同裡 度の発育 を認め ・SM耐 性化せ ることを認 めた

4)NARに よるSM感 性菌のSM耐 性化 に対 する

代謝 阻害剤 の影響

前述 の如 く,NARがSM感 性菌 に,SM耐 性 なる

遺伝 的Traitを 賦与す るには細胞分裂 を必要 とす るこ

とを認 めたが,さ らにこれが菌体 内の如何 なる代謝過程

と連 関抱合 して,か か る事 実が起 るかを究明す るため に,

数 種の次 のよ うな代謝阻害剤(metabolicinhibitcr)すご
なわ ち,Arsenite(M/1,000);NaF(M/300);C馬

JCOOH(M/1,500);2・4Dinitrophen◎1(M/1,200);

Nitrogenmustard-N-Oxide(M/1,200);KCN(M/

1・500):(括 弧 内は 各 毒 物 の 終末 濃 度)等 を 用 い て次 の

如 き実 験 を 行 つ た｡第11表 に示 す よ うな反 応 系 に よ り,

す な わ ち これ らの 阻 害 剤 の 各 々 とSauton培 地,NAR

(獣 調株)及 びSM感 性菌(獣 調 株)と を一 緒 に 加 え,

一方 は さ らに これ にATPを 添 加 し
,他 方 はATPを

添 加 せ ざ る もの との二 群 に分 け て,各 々37℃48時 問

作 用 させ た 後,そ れ ぞ れ 遠沈,滅 菌 生 理 食 雄 水 にて 数 回洗

菌 を反 覆 した 後,5mg/mlの 菌 浮 游 液 と しそ の各 々を

SM含 有 培地 に接 種 して ,SM耐 性 獲 得 の状 態 を観 察 し

た ◎ 成績 は第12表 に示 す 如 く,一 般 にATPを 同 時 に

一 一・27-一
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第11表 核酸によるSM感 性菌 うSM耐 性化に及

ぼす各種阻害剤及びATPの 影響

A)阻 害剤

1)亜 砒 酸(M几000)

2)弗 化 ソ ー ダ((M/300)

3)モ ノ ヨPtド 酷 酸(M/1,500)

4)ヂ ニ トロ フエ ノー ル(M/1,200)

5)

0.5ml

ナ イ ト ロ ヂ エ ン マ ス タ ー ドーN一 オ キ サ イ ド

6)音 酸 加 里(M/1,500)

B)ソ ー トン培地

C)ATP

D)SM感 性鳥型結核菌 々液

E)SM耐 性鳥型結核菌核酸

総 量3.Oml

(M/1,200)

0.5m1

15.Omg

(5mg/ml)1｡《)〃21

(10mg/ml)1.Oml

37｡C48時 間接触
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KCN等 の場 合 も,NARに よるSM感 性菌 の耐性化が

阻止 されるが,同 時 にATPを 共存 させた場合には これ

等 の阻害剤の被毒現 象が取除かれ,NARの 力が復元 し

て耐性化が起つてい る｡

以上 の実験結果 よ りNARに よるSM感 性菌 の耐性

化 は,こ のATPの 高エ ネル ギー燐酸結合をエネルギー

源 として惹起す る とい うこ とを認めたのであ る｡

5)NA菰Uこ よるSM耐 性化の特異性 に就いて

鳥型結核菌竹尾株及び獣調株のNARを1,000Y/mt

の割 合に各 々Sauton培 地 に添加 し,竹 尾株 のNARを

含有する培地 にSM感 性鳥型菌獣調株を接種 し,獣 調

株 のNARを 含有する培地 には竹尾株感性菌を接種 し,

各 々37｡Cで3日 間培養後,増 殖せ る菌 について5mg/ml

の生理食塩水菌浮溝液を調製 して,そ のO.1栩1宛

をSM含 有Sauton培 地 に接種 してSM耐 性を測定

したが,両 者共 に,SMIOOγ/ml迄 のSM含 有培地 に,

SMを 含有せ ざる培地 と同様の発育を認めた(第13表 及

び第14表)｡す なわ ち鳥型結核菌 竹尾 殊のNARは,同

じ鳥型菌獣調株 のSM感 性菌 を して耐 性化せ しめるこ

とがで き,又 逆 に獣調株 のNARは,同 菌竹尾株 の感性

菌を して,SM耐 性化せ しめ得た｡よ つ てNARに よ

るSM感 性菌のSM耐 性化 には菌株特異性 は存在 しな

い こ とが認め られる｡

第13表SM耐 性鳥型結核菌 竹尾株 の核酸含有 ソー ト

ン培地 に発育せ るSM感 性鳥型結核菌獣調株
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添加せ る場合 の方が,ATPを 添加せ ざる場合 に比較 し

てNARに よる耐性化が著 明に認 められた｡す なわち,

殊 に2・4DinitrophenolやNitrogermustard-NK)xide

の被毒現象のATPに よる無 力化 が顕著 である｡燐 酸の

関与す る酵素系 に阻害毒 となるArsenite,NaF,Halo-

genalkylの 一種 と考え られるCH2JCOOH,主 として

軍金属 と酷化合物を形成 して,低 濃度 で呼 吸を阻害する

しか しなが ら同様 な実験 を,す なわち竹尾株 のNA蕊

を1,000γ ノmlの 割合に加えた3%グ リセ リンブイヨン

培地 に,SM感 性BCGを 接種 し,37｡Cで3日 間培養

後増殖 してきた菌 について,SMを 含有す るグ リセ リン

ブ イaン 寒天培地 に接種 してSM耐 性を検 したが,こ

の場合 にはSM耐 性の獲得を認 めなかつた(第15表)｡

す なわ ち,鳥 型結核菌のNARはBCGのSM感 性

菌を して耐性化せ しめ るこ とは不 可能であつて,NAK

に よるSM感 性菌 のSM耐 性化 には菌種 特異性が厳然
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と存在 してい ることを認 めたので ある｡

第15表SM耐 性鳥型結 核菌(竹 尾)の 核酸含有グ

リセ ウンブイヨン培地 に発育せ るSM感

性BCG

止 されないのであつて,SM耐 性菌のNiacin非 適応菌

と同様又SM耐 性菌 と同様 の性絡を示 している｡

マ …SMl
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第2図 核酸に よる耐性菌のナイアシン酸化 と

SMの 影響
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第3章NARに よつてSM耐 性 化 した菌 と,

SMに よつ て耐性化 した菌 との比鮫

第1節 実 験 材 料

1)NARに よつてSM耐 性化 した菌

SM感 性鳥型結核菌竹尾株を,竹 尾株のNARを

1,000γ/mlの 割 合に添加せ るSauton培 地に2代 累代

培養 して,SM100Y/ml以 上 耐性化 した と思わ れ る成

績を示 した菌 を使用 した｡

2)Niacin

菰光製薬会社 の製品 を使用 した｡

3)Warburg検 圧計

第2節 実験方法及び実験成績

1)NARに よ りSM耐 性化 した菌 によるNiacinの

分解

鳥型結核菌竹尾殊 はNiacinを 単独窒素源 として増殖

し,Niacinを 分解利用す る｡該 菌の通常 のSauton培

地に発育 した,い わゆ るNiacin非 適応菌は,Niacin

を60～90分 の適応誘導期の後に酸化 分解 し,SMは こ

の適応を完全 に阻止す ること及びSM耐 性菌 において

はSMは その適応酸化 分解 に全 く影響を示 さない こと

を教 室の石下等12)33)は報告 してい る◎私 は前述 のNAR

によ りSM耐 性化 した と思われ る鳥型結核菌竹尾株 を

大量Sauton培 地 に培養iし,4日 間,37｡Cで 培養後集

菌 し,蒸 溜水 にて数 回遠沈洗菌を繰返 して培地成分を除

去 した後,菌 容量の20倍 量 の蒸溜水を加 えて,均 等な

菌液を調製 した｡こ の菌液を用いて次 の よ うな反応系で,

すなわち菌液1ml,M/10燐 酸緩衝液(pH7・2)O・5ml,

M/10NiacinO.2mlを 加 え,蒸 溜水を加 えて全量を2

mlと し,更 にこれ に100Y/mlの 割合 にSMを 加 えた

もの と,加 えない もの との両者 について37｡Cに おいて

WarburgのMicrorespirometer34)に よ り酸素 吸収量

を測定 し,Niacinの 酸化分解を比較 した｡成 績は第2

図に示す如 く,SM添 加 した場合 も,添 加 しない場合 も

同様に60～990分 の適応誘導期 の後 に,Niacinを 酸化

分解す る ことを認めた｡す なわち,NARに ょつてSM

耐性化 した と認 められ る菌 はNiacinを 適応的 に酸化分

解 し,そ の際SMが 添加 され ていて も,こ の適応は阻

50

0
1 2

t)

38考 面

2)NARに よ りSM耐 性化 した菌 のBound

Nucleotide

SM感 性菌には存在 しないが耐 性 菌 に は特有 な物質

BoundNucleotideの 常在 する ことが,教 室田中等33)35)

により発見 され,こ の ものはメタ燐酸を もつ01ygonu-

cleo-p｡1ypeptideと 考 えられ,そ の易水解燐の測定や,

2,600Aの 吸収 から容易に計測す ることができる｡す な

わちSM感 性結核菌には全 く存在 しないが,こ れ にSM

を試 験管 内で作用 させ る と,こ の菌体 内に冷 トリクロー

ル酷酸(TCA)や 冷過塩素酸(HCIO,)で 抽出できる｡

いわゆる酸溶性劃分において2,600Aの 紫外部 に強い

吸収帯 を示 し,pH4～5で 不溶性Ba塩 を形成す る物

質 が出現 して くることを発見 した｡こ れ に対 してSM

耐性菌 においては,SMを 作用 させ るとさせない とに関

せず常時 これ と同一物 と想像 され る物 質が存在す ること

を発見 した◎ この見地 よ り私は,NARに よつ てSM耐

性化 した と思われ る菌をSauton培 地に3日 間培養後,

集菌 して数回蒸溜水 にて菌体を洗灘後,湿 重量50gの

菌 に約20mlの 蒸溜水を加 えて均等な菌浮游液 とし,

この菌液を2等 分 して,一 方はそのまま,他 方はSMを

1,㏄OY/mlの 割 合に加 えて3時 間作用 させた後,10%冷

トリクロール酷酸 で2画 抽出を行 い遠沈せ る上清を取 り,

更 に この沈渣を5～10%冷 トリクロール酷酸 で抽 出を行

つ た後遠沈 して得た上清 を先 の上清 と一緒 に し,10%酷

酸 バ リウムを約5m1加 えてメチrrル オレンヂにてpH

4～5に 修正後,遠 沈 し沈澱(BoundNucleotide)を

とる｡こ の沈澱を,INH2SO,に て溶解 し遠沈 を3回

繰返 してBaを 除いた上清 についてBec㎞ ε㎜Spe-

ctroPhotometerに よ り紫 外部 の吸収 スペ ク トルを測定

した｡結 果 は第3図 の如 く,SMを 作用 させ る前 より,

2,600Aに 吸収帯 のあることが判明 した｡

又同様 な方法て得 た酸不溶性バ リウム塩(BoundNu-

cleotide)をpH4.5AcetateBufferに て洗際 しIN

HC1で7分 間100｡Cで 加熱後,FiskeSubbarow29)
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第3図 核 酸 に よ る耐 性 菌 のB◎undNucleotide

吸

光
係
数

ID

対照(SM不 添加)

鯛 後

22G240260280300320

波 長 傷μり

の 方法 て 発色 させ た 後s660mgeでBeckmamSpe-

ctrophot◎meterに よ り7分 水解 燐 を測 定 した 結 果 第16

表 に示 す 如 く,SMを 作 用 させ る前 か ら45Y/9の7分

水 解 燐 を有 して い る こ とを認 めた｡

第16衷 核 酸 に よる耐 性 菌 のBoundNucleotideに

含 まれ る7分 水 解 燐(Y/g)

1.対 照

2.SM(1mg/m1)3h.作 用 後

45

58

す なわち,Bo㎜dNucleotideの 存在す るとい う点に

おいて,NARでSM耐 性化せ しめた菌 は,SMに よ

る耐性菌 と同一 の性格を有 するこ とを認めたのである｡

第4童 総 括 及 び 考 按

以上の実験に より,NARに よ りSM感 性菌 をSM

の存在下 にも発育 できる よ うにす る ことが で き',こ の

NAuに よ り一応SM耐 性化 された と思われ る菌 は,

SMに よつて生 じた所 の附性菌 と私 の実験範囲内 におい

ては同一物であ ると考え られ る結果 を得た のであ る｡

まず本実験を行 うには多量 の高 分子核酸 を必要 とする｡

よつてSM耐 性菌 よ り核酸 を抽 出す る条件 について種

種検討を加えた結果,Chargaff等2Dの 原法では核 酸殊

にDNAを 好収量 に得 ることは容易 でないため,数 種の

・M牛による抽 出法 を比較 し,菌 体を硝子粉 と共 にSod.

desoxycholateを 加えて礪酸 緩衝液で湿 しつつ精力的 に

磨砕を行つた場合 に最 も核酸 の収量の多い ことを認 めた｡

従つて前述 の如 くChargaff等 の変法を考案 し核酸 の抽

出を行つたeこ の方 法 によ り乾燥菌最1∞gの 菌体 よ

り抽出 し得た核酸量は大略0｡4～0.45g程 度 であつ た｡

次 に抽 出 したNARを 種 々の濃 度で培地 中に添加 し,

これにSM感 性菌 を接種 し,継 代培養 によ りSM感 性

菌 の耐性化を見た成績においては,私 の抽 出 したNAR

では10Y伽1の 割合 に培地申にNARを 添加 した場合

には感性菌 のSM耐 性化 の能力は極めて微弱 であるが,

100Y伽1の 割合 に添加 した場合にはかな り顕著 に感性

嘗を してSM耐 性化せ しめ ることができた｡更 にNAR

のSM感 性蘇 を してSM耐 性化 せ しめる有効物質は

NAK申 のDNA劃 分 であることを決定 したのであるが,

この二つの結果 よ り私 の抽出 したNARで は培地 中に

100Y/ml程 度即ちDNAと しては第4表 のヂフx一 ル

ア ミンの反応 の値 よ り測定 して約10～18Y/ml程 度培

地 中に存在すれぱSM感 性菌を して耐性化せ しめる能

力を充分発揮す る ことが できるもの と考え られるのであ

る｡こ のNAR中 のDNAの 有効量 に関 しては,Hatte

E.Alexander,M.D.andGraceLeidy36)等 のHemo-

philusinfluenzaeを 用 いての実験 において,SM耐 性

菌 より抽 出 したDNAが 感性菌を してSM耐 性化せ し

め る量 と して培地 中に0.55Y/ml(ヂ フエニールァ ミン

反 応)を 有 効量 として用いてい るが,私 の実験 した結核

菌の場合には,こ れよ りやや多量を必要 とす るよ うであ

る｡

なお この場 合地 中のNARが 菌の発育に影響を及 ぼさ

ない ことは窒素 量の測定 による菌発育 曲線 によ り既 に観

察 してい るus)｡又NARに よつ てSM耐 性化 した菌は

SMを 含有せ ざる培地 に継代培養する もSM耐 性 の低

下を認 めなかつ た◎ 兎 も角SM耐 性 とい う云わば遺伝

的Traitが,SMな くしてSM耐 性菌の核酸 に より移

譲 され得 る ことが分つたが,こ の事実はSM耐 性菌が

生 じる際 には,NARで まず菌体内のDNAの 改変が起

つて耐性 化 され る ことを想像 させるのである｡そ してNA

Rの よ うないわゆ るTransformingSubstanceと も称

すぺ き物 質は,菌 体 内で酵素,蛋 白質等の合成を規制 し

て生体内の反応 を制御す るいわゆ るGeneそ の ものな

のか,或 いはGene生 成を統律す る物質であ ると考 え

られるであろ う｡

更 に進 んで,こ のNARが その能力を発揮するには,

菌体 内の どのよ うな条件 下において始めて可能 であるか

とい う問題 の一・一一一:部を研究 した｡即 ちまずNARに よる

SM耐 性化が起 るには菌体 と活性物質 であるNARが

どのよ うな条件て接 触 して起 るか,又 細菌が発育 してい

る状態を必要 とす るや否や に関す る問題 であるが,私 の

行 つたNARとSM感 性菌を0｡Cで 接触 させた実験

成績ではSM耐 性な る遺伝的Traitを 感性菌 に移譲す

ることは不可能 であつ た｡然 し37｡CでNARと 感性

菌を接触 させた場 合には,た だ接触のみでは感性菌 をS

M耐 性化す ることは不可能 であつたが,NARと 接触 さ

せた菌を一 代培地 に接種 して増殖 させた ものにおいては,

明 らかにNARと6時 間以上接触 させた菌においてSM

耐性の獲得 を認めてお り,NARに よるSM感 性菌の

耐性化にはRestingce11の 状態 では起 らないのであつ

て菌体内の或 る一定の代謝 と共範 してい ること及び細胞

分裂 を必要 とす るよ うに考え られ るので ある｡こ の結果

は,勝 沼(信)等 の報告13)と軌 を一 にす るものであ り,

他 に これ とは異つた場合 で菌 の型転換 に関する実 験にお

いて,McCarty罰)は 肺炎菌 におけ る型転換 の実験

一 一一30



453

では,そ の活性物質 であ るDNAと 共に培地で発育 さ

せると4時 聞以 内に型転換が起 る と鼠 い,又 同 じく肺炎
　

菌の型転換 の実験で,Alexander&Leidy6)は 活性物

質と菌 と15分 間接触 させる ことによつて,菌 の発育停

止状態において も型転換が起る と報告 している｡

更に進んで,NARが 感性菌を してSM耐 性化 させ

るには如何 なる代謝過程 と連 関抱合 して耐性化が起る も

のであろ うか｡最 近蛋 白質の合成,種 々の解毒機転,運

動,神 経興奮等 に関す る生物 学的仕事 の直接 の力源 とし

て,高 エネルギー燐酸化合物 が関与 してい ることが考 え

られている｡そ して脂質,糖 質,蛋 白質等 の分解 に より

放出されるエネル ギーは一旦 この高 エネル ギー燐酸化合

物に集約転換 されて然 る後生物学的 な仕事 に利用 されて

行 くと考 えられてい る38)｡

脳ARに よる耐性化機転 の阻害剤の影響 に関す る実験

において,特 に2｡4Dinitrophenolは このPhosphory-

lationmechanismを 阻害 する と考 えられてい るが39)ω),

この2・4Dinitrophenolは 私の行 つた実験 ではM/

1,200の 濃度で,NARに よるSM感 性菌へ のSM耐

性なる遺伝的Traitの 移譲過程 を完全 に阻害 している｡

すなわちPhosph◎rylationm㏄hanismの 廻転が,

NARの 能力発揮 には必 要であるこ とが認識 される｡こ

の場合筋肉収縮 や,蛋 白合成の力源 に転換 され得 る高エ

ネノレギー一一t2E酸化 合物 の代表物 たるATPを 添加せ る場 合

には2｡4Dinitrvpheno1の 阻害現 象が全 く現れ ない こ

とが確認 された｡

又Nitrogenmustard-N-Oxideの 実験はNARが そ

の作用効果 を発揮す るの に 一SH基 の枢要 なるを思わ し

める成績であるが,ATPでNitregenmustard-N-Oxide

の毒力が中和 され るのは,ATPのAdenineの6位 の

一NH2にalkylateし てその有効濃度 を減ず るためか
,

或いは添加 しているNARや 菌体内 一SH基 のNitro-

genmustard-N-Oxicleに よる荒廃現象がATP添 加で

metabOlicrepairを うける もの と推断 し得 られ るであ

ろ う｡す なわちNARに よるSM感 性菌 の耐性化は,

このATPの 高エネルギー燐酸結合を直接 のエネルギ ー

源として惹起する とい うことが分つたのである｡

ATPはFiske,Subbarow及 びLOhmannに よ り筋

肉中に発見 され てよ りEnergytransformingsystemに

枢要なる役割 をを演ず ることが筋肉,網 膜 その他多 くの

臓器及び酵素系によ り明確 にされたのであ るが41M2)43),

結核菌においても,ATPの ようなNucleotideが 色 々

なMetabOlicprocessに おいて,エ ネルギ ー転換 の共

範軸 としての役割 を演 じてい ることは興味深 い事実 であ

つて,こ の よ うな実験事実を簡潔に模式化す ると第4図

の如 くなる｡

次 にNAitのMutageneniceffectの 特異性 の限界

に関す る問題 に言及す る｡遺 伝原性 の烙印 の捺 されてい

第4図 耐性菌出現 の模式 図

る場所 は染色体 であ り,染 色体 はDNA-proteinを 主要

成分 としてい る｡多 くの遺伝子 の特異性 がDNAに 宿 さ

れている とすれば,DNAは 蛋白質 の構成員子た る約30

のア ミノ酸 の場合 よ りもはるか に微妙なConfigtmation

でその性格 を発現す るもの と云わね ばならない｡何 とな

れば,DNAの 場合はAdenine,GuaRine,Cytosine,

Thymine,2desoxyribOse,燐 酸の組 合せ,配 列で沢

山のSpecificityを 保有す ることになるからである｡核

酸を可及的温和 な条件で抽出せ られ るべ きである ことも,

この点 より考 えれ ば当然の ことと蓉わ なければな るまいo

私はSM耐 性 とい う遺伝的Traitを 荷 う核酸は,菌 概

菌種に よりどの程度の特異性 を有 しているか を検討 した｡

すなわち同 じ鳥型結核菌である竹尾 殊 と獣調株の間には

特異性 は存在せず,菌 株特異性 は存在 しない ことを認め

ている｡然 るに牛型菌であ るBCGは 鳥型菌 のNAa

に よ り耐性化 され得 ない｡勘 かる結果 よ り菌種特異性 が

存在 する事実 を認めた｡こ の ような手段 によ り,逆 に菌

の類縁近縁関係を類推す る ことが できると想像 されるの

である｡

か くの如 く私はSM無 くして,す なわちNARの み

で,SM感 性菌か らSM耐 性菌ができる事実 を多方面

よ り観察 して きた｡然 らばSM無 くして生 じた鰯性菌

が,果 してSMに よつて耐性化せ しめ られた菌 と同一

物 であるや否や,す なわちNARに よつ て感性菌 を して

耐性菌その ものに化成せ しめ得 るや否や は遺伝学上極め

て重要 な命題 であ る｡私 が今迄実施 して来 た 実 験 は,

SM存 在下に増殖 できるや否やを観察 してきたのである

が,耐 性菌 の有す る二,三 の特性 を利用 して この問題 の

若干 の検索 を行つた｡

まず適応酵素産生の問題,す なわちSMが 適応酵素

の形成 を阻害す ること,こ れを一般化 して表現す るな ら

ば蛋 白質 の合成,転 換の阻止 を招来す ることは多方面の

掌者に よ り認証 され,周 知の事 実である｡こ の適応酵素

産生 の問題 を一つの指標 として,NARに よつて耐性化
ゑ

せ しめ得 た と考 えられ る菌の性格 を検討 した｡既 述の如

く通 常のSauton培 地 に発育 した鳥型結核菌竹尾株 の

いわゆ るNiacin非 適応菌 は,Niacinを 適応的 に酸化

分解 し,SMは 感性菌 の適応を阻止するが,耐 性菌 のそ

れには全 く影響 しない ことをWarburg検 圧計で観察 さ
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れ てい るが32)33),NARに より耐性化せ しめ得た と考 え

られ る菌は,こ の点でSMに よ り耐 性化せ しめ得 た菌

と全 く同様,SMに よりNiacinに 対す る適応 は阻止 さ

れなかつたeす なわち適応酵素産生の点ではNARに

よ り耐 性化 した と考 えられ る菌は,実 際SMに よつ て

耐 性化 したいわゆるSMi耐 性菌 と全 く同様の性格 を有

してい ることが認められた のであ るが,さ ら に 進 ん で

SMを 硬用せず して耐性,感 性両菌を鑑別する ことが遣

伝生化学上重要 な問題 である｡

先 に述べた如 く私共共同研究者等 によ り見出された感

性菌 には全 く存在 しないが,耐 性菌 に常在する一新核酸

関係物質 を"BoundNucleotide"33)35)と 仮称 して記載

したが,こ れはSM感 性菌,耐 性菌両者を区別す るのに現

在の所最 も顕著 な且つ有力 な手段で あると私共は考 えて

いるのである｡SM耐 性菌 は絶対SMが なけれ ばで き

ない ものか もしれない｡NAKで できた菌は未 だ耐性菌

にはなつ てい ない菌 でSMを 作用 させ る と直 ちに耐性

菌 とな りうる前段 階の ものであるのか もしれ ない｡こ の

点SMを 使用 しないで耐性,感 性 の両菌 を分別出来 る

手段 と してBoundNucleotideを 利用 した ことは問題

の展開 に極めて有利 な ことと云わ ざるを得 ない｡こ の観

点 よ り,NARに よ り耐性化 した と思われ る菌を使用 し,

2・600Aの 紫外部 吸収 スペ ク トル及び7分 水解燐の両者

よ り耐性菌特有 の一新核酸関係物質"BoundNucleo-

tide"が,SMを 作用 させ るとさせない とにかかわ ら

ず存在す ることが判明 した｡以 上の如 く"NARを 作用

せ しめてで きる耐性菌"は,適 応酵素産生がSMに よ

つて阻止 されない こと及び鰍性菌特有のBoundNucleo・

tideを 有す る点 にお いて,"SMに よつ てできる耐性

菌"と 生物学的 に同様な性格 を有す るもの と考 えられ,

このNARに よつ て耐性化 した菌 は,SMに よつて生

じた耐性菌 と軌 を・一にす るものである ことが私の実験範

囲内では云い得 るのである｡

これ等 の実験結果 よ り一応 次の よ うな考 えが成立す る

であろ う｡す なわちSM耐 性 菌はSMで まず その

DNAの 改変を受け然 る後生 じるものであ る｡又 耐性菌

のDNAを 感性菌 に接 触 させ る とSMな くして恐 ら

くはSM鵬 性菌そ のもの に化成 させる ことが できる｡

近年昆虫やNeurosporaを 材料 とす る研究で,遺 伝

原性の宿 されてい る場 たる選伝子 は細胞内 の酵素 の生成

を統 律 して44)～53),細胞内の化掌反応,物 質代謝を支配

してい ることが具体的 に明示 された｡一 つ の遺伝子が一

つのEnzymeの 生成を支配 している とい う,い わゆ る
き

OnegeneOneenzymethe◎ryが 生 れ た｡然 しなが

ら現 今 の酵 素 化 学 にお い て は,OneenzymeOnefun-

ction54)と い う掟 す ら疑 わ れ る事 実 が 知 られ る に至 つ て

お り,又 遺 伝 生 化 学 の 諸研 究 に よつ て も,一 つ のEn-

zymeの 生 成 に多 くの 遺 伝子 が 関与 して い る と考 え るべ

き事実や,一 つの遺伝子 が幾 つ もの酵素 の生 成に関与 し

ているとい う事実 も知 られ て い や｡要 す るに・0鵬

9eneOneenzymetheoryと し、い,OneenzymeOne

functiontheoryと いい,所 詮 蛋白質そ の物 の実態 の究

明或いは更に進んで蛋 白質 の生合成等 の命題 に直面す る

のであ る｡

以上私はSM耐 性菌出現 に関 する問題 を究明す る一

手段 として,生 化学的 にNARに より感性菌 を して耐性

菌に化成せ しめ得 る現象を多方面 より解析 してきたので

あ るが,結 核菌が生体内で耐性化す る様相は真に複雑多

岐な問題 であつ て,究 極は生体内で蛋白質 が遺伝子 の支

配下に生 合成 され る様相 の具体的解明 に到達せ ざれば明

確 な解答 は与えられ ない であろ う｡

第5章 結 論

1)鳥 型結核菌 よ り,自 然のままの高重合核酸 を分離

調製す る手技 を検討吟昧 した｡

2)SM1,∞OY/m1以 上耐性鳥型結核菌 よ り分離 した

核酸(NAR)は,SM感 性菌を して,SM存 在下に も

発育 できるよ うにす ることがで きる｡す なわち冒わば耐

性菌化せ しめ得 られ るよ うに思われる｡

3)こ のNARに よつてSMな しに耐性化せ しめた

と考 えられ る菌は,SMに よつて生 じたいわゆる耐性菌

とは,適 応酵素産生 や,BoundNucleotide保 有等 の私

の研究範囲内では同一物 と考 え られ る｡

4)こ のNARは 遺伝学的にGene乃 至 はGeneの

形成を統律 する物質であ ると思考 され る｡そ してNAR

の本態はDNAで あ ることが決定 された｡

5)こ のNARに は菌種 特異性 がある｡

6)NARに よる耐性化 はRestingce11で は起 らな

い｡細 胞 分裂 を必要 とす る｡

7)又NARに よる耐性化は,力 源 代謝 と共椀 して

生成 する高 エネルギー燐酸化合物 を直接 の力源 として引

き起 され るもの と思考 され る｡

8)SM耐 性化 なる現象は,SMが まず菌のDNAの

改変を行 い,そ れ によ り耐性菌がで きる と考 えられ る｡
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