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鳥 型 結 核 菌 の 有 機 酸 代 謝

名古屋大学医学部内科第一講座

(指導 日比野進教授)

竹 内 浩 一 ・山 本 正 彦

野 村 元 旦 ・田 中 伸 一

(受付 昭和30年3月3日)

結核治療に化学療法が果 した足跡 は,結 核統計 にあら

れ た最近の諸事実が これを明示 している。

結核が病態生理の上 にも病理解剖的にも,ま だ疫学的

蒋 異な,多 岐に渉る知見を提供 している ことは言をま

二ない。 これ等の諸事実 は,そ の病原菌の特殊性にも直

起 因する現象 と考 えられ よう。

かく考える時,今 後私 どもの渇望す る化 学療法剤は,

核 菌の 有機化学的,生 化学的Characteristicsに 立

1し,こ れか ら出発 した薬剤の探求が行わるべ きであろ

、 さらに同時に,こ れがHostに 対 して取 る態度,ま

,生体の行 う いわゆるDefencemechanismと の薬剤

欄連等が綿密に検討 されねばなるまい。 すなわち結核

1とこれを宿す 生体 のdynamicaspectに 関す る 配慮

1,合 理的な将来 の化学療法剤 には払われ なければなら

いのである.私 共はこの ような構想の下に研究を行つ
匪いるが

,ま ず結核菌 の諸問題 を化学的に取扱つた。

物質代謝の研究 は,特 に微生物学の領域 において1940

を境 として急激 な進展をみ,日 進月歩 とい う状態であ

。これは化学の領域 における方法論の進歩 に負 うとこ

が大であつた。物質代謝の骨格は,こ れを模式 にする

下の如 くになろ う。

すなわち力源

供 給 す る 系 力 源 燐 酸 生 物 的

,こ の エ ネル

ーを転…換せ し イ』ヒ 謝 イ受 謝 イ士 事

る ための燐酸

謝 系・それか らこれを利用 して様 みの生物学的 な仕事

す る系の三者 に大別 出来 る。

力源代謝系に関しては,1940年 迄 にほぼその解明を見

所 の解糖醗酵の過程 に対 して,呼 吸が負 う比重の著大

犠 る事が,近 六十数年間に次第 に明確 となつた ことは

唱 に値する.

特に この呼吸が ガ源給与源 として 主役 を 演 ずること

lsか かる力源 の転換系 たる燐酸代謝と,力 源代謝系 と

1共頼軸に係る諸研究において,そ の重要性が広 く認め

1れるに至つたのであ る。

私は力源給与に主役 を演ずる代謝系を,鳥 型結核菌 を

材料 として取上げ,併 せて,こ れ と最 近重要 な化学療法

剤の一つであるStreptomycin(SM)と の関係 を研究 し

てみよ うと企てた。SMの 作 用機序 に関する業績はかな

り多いが,そ の中で も最もまとまつた考 え方 を提示 した

のは,Umbreit一 門の研究 で,彼 等 はSMの 作用点は

焦性 ブ ドウ酸が,KrebsのTrioarboxylicacidcycle

COOH

.6--D_P。3且 、
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してい るが,TCACycleや,

dicarboxylicacidcycleに 代 る新Cycleを 提示す る

ところに迄は進展2)-5)していない ようである。

又 このKrebsに よつて提唱 された いわゆ るTricar-

boxylicacidcycle(TCAeycle)に 関して,結 核菌を

材料 とす る研究を,山 村,楠 瀬氏等6)7)も 取上げ,か か

るCycleは 一一般 に考え られてい る如 く,結 核菌に おい

ても普遍的な力源給与系であつて,該 菌(鳥 型)に もあ

てはまる事を想像 している。蓋 しその根拠 は,結 核菌 の

磨砕,あ るいは凍結融解によつてえた。一応無細胞状 態

の酵素標本によ り,TCAcycleの 各Memberを 代謝す

る酵素の存在を認めた ことに基因するものであ ろう.さ

らに進んで山村氏等は,コ ハ ク酸が リンゴ酸か らTCA

サイクルを通つて酸化的 に生 成す る以外に,還 元的 に生

成す るよ うな経路も存す るであろうとのべ,こ のコハク

酸生成 系をcatalyseす る酵素系をParticulateparticle

として,高 速冷凍遠心法 で分離 してい る。 これが動物細

胞 におけるMitochondriaに 相当す るもので あるか否

か は研究中の問題であろうが,結 核箇体内において,一

定のはたらきをもつParticleが あるのである。 由来生

物 学においては,酵 素群 の存在する事 実よ り,そ の酵素

群の生物学的重要性 を云ゐすることが出来ない ことは,

過去の数多の例証があるのであつて,力 源給与系 におい

以外 の 系 に 入 つ て 代 謝 され る

Stepを 阻 害 す るに あ る とい う

考 え を のべ て い る。 そ の問題 の

物 質 を2-Phogph(ト ひcarb◎xy-

adipicacidな ら ん と した こ と

は,重 要 な波 紋 をな げ か け た。

UmbreitはP32を 使 用 して

この主 張 を さら に支 持 しよ うと

SzentGyδrgyiの4尋
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て 占 め る,こ の酵 素群 のBiologicalSignifican.ceは 別

個 に検討 を待 つ ぺ きも の と考 え られ る.特 に無 機 燐 酸 の

(～P)へ のEsterificationの 如 き,い わ ゆ るEnergy

tran.sferringsystemと の 複 合酵 素 系 に お け る,上 記酵

素 群 の比 重 を検討 し,結 核 菌 に おけ るTCAcyc1e云k

が 論 じ ら るべ きで あ ろ うe私 は まずTCAcycle云kの

問題 か ら一旦 離れ て,有 機酸 群 の 全Patternを 総 括 的

に掴 み た い と考 え,ク ロマ トグ ラ フ ィで これ を観 察 して

み た 。

実 験 方 法

(a)結 核菌 よ りの有機酸の抽出法 私 どもは 実験方

法の吟味 として,(1)菌 体 より培地成分の洗瀧除去 の条

件,(2)菌 体 より有機酸群の完全な抽出法,の 二点をま

ず検討 した。

(1)の 洗菌 に ついては,水 でrotter-Elvehjem型

Homogenizer8)を 用いて均等化,つ いで遠心集菌す る。

この操作2回 で培地成分 のContaminaticnな き事が分

つた。 この間の消息は,第1図 に明示され てい る。

第1図 洗菌 の問題
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(2)の 有 機 酸 の 抽 出条 件 につ い て は,ガ ラス粉 と乳 鉢

磨 砕 の必 要 が,結 核 菌 を 資 料 とす る 時 重 要 で あ る 事 が

明 らか で あ る。 この時 の 除蛋 白方 法 に 関 し て はH2SO4。

Acetonっ い でTrichloracetateが よい(第2,3 ,4,5

図)。
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第3図 菌体内よりの有機酸抽出条件
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第4図 有機酸の抽出率

H(皿04

剛

一 一
"

焦畷 つ←㌦酵
一

ク工亀/醗
ワ

一
騨

酵

一

一

耀

一 ρr一
脚

xitヤitil9

一 ㍉二 三 四 回

回何 回 回 三

冥景

沖
鱒回
～
三
回
合
酎

沖

四
回

六

三
回

ヤ

ニ
回

大

一
回

第5図 トリクロール酷酸に よる五 炭糖の抽出率
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比較 し て,抽 出操 作 が丹 念 で あ る必 要が あ る ととを特筆

し てお く。

(b)有 機 酸 代 謝 の全Pattemを 捉 え るべ く,私 共は

Silicage1を 固定 相 に使 用す るPartitionChromato-

graphy法 を 用 い た9)-tl)e

(1)Silic域gelの 活性 化:Marshal法9)に よつた。す

な わ ち水 ガ ラ スに 濃HCIを ゆ るや か に注加 し て,siliCa

gelの 沈 澱 を作 る。 これ をHC1に つ け た まま熟 成せし

め る こ と7日,つ い で これ を 蒸溜 水 で丹 念 に,Cyの 消

失 す るま で洗 灘 す る(数 十 回)。 これ を アル コー ル,次 に

エ ー テル で洗 い,Silicagelを 乾 燥 せ しめ,P20sの 除

湿 器 内 に貯 え る。

(2)溶 媒:エ ステ ル化 し ない とい う特性 を利 用 して,

tertAmylalcoholが 常 用 され て い るが,高 価で不i経済

16
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へ

である点を考慮 し,Butano1を 使用す る方法 を 採用 し

た。Butano1をPhenylhydrazine共 存下に精溜す るe

これは全 ス リ合せ の精溜器で行 う。 酸のblankを な く

すため,K2CO3下 でこれを再度蒸溜する。接合 にゴム,

コルク等の使用は避けた。 クロロホルムは濃硫酸 と分液

戸斗で,濃 硫酸層が,黒 く着色 しな くなるまで振湯す る。

これをButanolの 場合と同様,蒸 溜す る。 展開に使用

する溶媒は最初,純 クロロホル ム,つ いで5%,10%… →

とButanolの 含量を増加 させ,極 性 の大な 溶媒 に漸次

移行するようなGradientを 作 る。 クロロホルムは フ才

スゲンを貯蔵 中に副生す るから,ク ロロホルム,ブ タ ノ

ール混液を精製直後に作 り,冷 暗所へ貯 える。 展開 に使

用する溶媒は下の如きものである。
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(3)純 粋の有機酸 についてまず,私 のsilicage1法 に

よる回収率は図示の如 く,ほ ぼ満 足すぺ きもの と考 えら

れる。 また,純 粋 な有機 酸の混液について分離の状況及

び回収率を調べてみ ても,ほ ぼ,良 好 と考えられ る(第

1表,第6図)。

第1表.各 種有機酸の回収率%(各Sto.2m当 量)

凝
酸
酸

酸
酸
酸

酸
酸

撫
話

焦

フ

伽

コ

リ

ク

イ

1 2 3陣 均

109.5

89.1

81.1

93.2

952

112.3

902

1002

98.5

100.2

99。2

82.3

108.0

101.3

109.4

102。4

104。8

93.8

94.2

100.5

93.1

110.1

90.2

第6図 有機酸純品混合物の分離流出状態
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(4)結 核 菌 の 有機 酸 群の 取 扱 い方:先 に記 した如 く,

洗 菌 し,Sauton培 地 約 ユOlの4～5日 培 養 菌 を集 め,

所定 の条 件 で菌 をineubatei硫 酸 ア セ トン,ト リク ロ

ール酢 酸 液 の い ずれ か で有機 酸 を抽 出 す る.

(イ)エ ー テル 抽 出法:硫 酸 アセ トンで 有 機 酸 を菌 体

よ り抽 出 し,NaOH又 はKOHで 中和 す るeこ れ を減

圧 濃 縮 後,エ ー テル抽 出器 にか け て全 有機 酸 を エ ー テル

層 に抽 出 す る。 抽 出 時 間 は通 常10～20時 間 を要 す る.

抽 出 が 完 了 した ら エ ー テ ル を 溜去 後,な るべ く少 量 の

Butanelに 取 つ て,Silicagel柱 にか け る。

(ロ)Ba塩 法:ト リク ロー ル酢 酸 で 前 述 の如 く 有機

酸 を 抽 出 し,こ れ に25%酢 酸Bascc及 び4～5容 の純

ア ル コー ル を加 え る。pHを8～8.5と し,氷 冷 す る。

氷 冷 越 夜後 遠 心 して,Ba塩 を集 め る。Ba塩 を な るべ

く少 量 のH,SO,(N/10)で す り,有 機 酸 を 抽 出す る。

BaSO4の 沈澱 を更 に2回H2SO4(N/lo)で 丹 念 に洗 つ

て有 機 酸 を完 全 に抽 出 す る。 抽 出液 を合 一 して,中 和 濃

縮 後,可 及 的 少 量 のButano1で 有 機 酸 を3回 抽 出 し,

SilicagelのChromatographColumnの 上 へ 置 く。

これ をChloroformbutano1で 展 開 す るの で あ るが,

展 開 溶媒 の 組 成 は上 述 の 如 きもの で あ る。

酸 素吸 収 は 通常 のWarburg型Microrespirometer

で計 測 した12)。t

Ketoacids群 は,Friedman法 】3)で2・-4-dinitr(M

pbenylhydrazineで 各 々のhydrazoneと し,Pyruvic

acidの そ れ をXylolで,α 一Keteglutaricacidの それ

を酷 酸 エチ ー ル でそ れ ぞ れ抽 出 し,こ れ を各 々,炭 酸 ソ

ー ダ に転 溶せ しめ
,ア ル カ リで 発 色せ しめ て,Beckmann

のSpectrophotometerで 定 量 す る。

クエ ン酸 はNatel80n、 法i4)で 測 定 した。Pentabrom-

acetonに 化 成 せ しめ た もの を,石 油 工 一 テル で抽 出,

これ を チ オ尿 素 で発 色 せ しめ る こ とに よ り特 異 的 に クエ

ン酸 の 微 量定 量 が 可 能 で あ る。

揮 発 性 の有 機 酸 はMaclend◎n法15)で 水 蒸 気 蒸溜 に付

し,定 量 した。

有 機 酸 のChromatographyは,Methylesterに 化

成 せ しめ た も の を,水 飽和 ブ タ ノー ル で 展 開,こ れ に

NH20Hを ふ きか け て各k有 機 酸 のHydTOxamateに

してFeCl3で 発 色せ しめ たiG)。

リン ゴ酸 の同 定 は,試 料 を 少 量 のBa-acetate,4～5

容 の アル コ ール 添加,pH8・5,0◎C,数 時 間 放 置 に て リ

ンゴ酸 をBa塩 と し て捕取 。 これ をSO4"で 除Ba後,

硫 酸,Hydroxamicacid反 応 に よ り,螢 光 物 質 に化 成

せ しめ て確 認 したユ7)。

そ れ 以外,有 機 酸 の 同定 確 認 は顕 微 融 点 測 定機 でそ の

融 点 測 定 に よ り施行 した ヱ8)。

Streptomycinは 硫酸 塩 を 使 用 した。

除 蛋 白用Aceton19)は,KMnO4被 酸化 物 を除 去 後,

17-一
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精 溜 して用 に供 す る。 これ に て5m,!/1の 硫 酸Aceton,

塩 酸Acetonを 調 製 し て使 用 した 。

C㏄arboxylaseは,Vi8c㎝tini,krrerの 法'keo)に

よ り合成 した 。Mon◎ph(》sphate,Disrph(,sphate,Tri-

ph(>sphateの 分 翻 は アル コー ル ・アセ トン混 液 に よる

方 法 は不完 全 で,Resin,IRC-50に よ るが よい 。

第2表SMに よる有機酸 の清長

(SMlOOOγhag有 機 酸量(γ)!菌乾燥g)

実 験 1 2 3 415

実 験 成 績

鳥 型 結核 菌 のTrichloracetate抽 出物 を,0。Cで,数

mlのBaAcetate及 び4倍 量 の アル コ ー ルを 添加,pH

8.5,30分 放 置 で,有 機 酸 をBa塩 と して 沈 澱 せ しめ,

該 塩 をSO!tで 除Ba後 上述 のsilicagelChromat(ト

graphyで 展 開 した(第7図)。

SMと2時 間 接触 せ しめ た菌 の そ れ を,同 時 に 附記 し

て あ るが,リ ン ゴ酸 の大 き なPe&kが 目立 つ。
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第7図Ba一 塩 法 に よる有 機酸 の

シ リカ ゲル クロ マ トグ ラ フ
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第8図 工 一 テル抽 出法 に よる有 機 酸

の シ リカゲ ル クロ マ トグ ラフ
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結核菌 の 硫酸Aceton抽 出物 を 濃縮後,エ ーテル抽

出器にか けて,有 機酸群を抽 出 し,同様SilicagelOhr(h

matographyで ひらいたのが第8図 であるが,同 様 リン

ゴ酸の大 きなPeakが 目立つ。共 にSMは 大きな影響

を与 えぬ事が第7,8両 図から分 る。更にこの際erケ ト

グルタール酸,焦 性 ブ ドー酸,ク エン酸については各 ゐ

別 に化学的定 量を行つたが,SMは や は り著変を与 えぬ

事が分つた(第2表)。 なお この結核菌が リンゴ酸 醗酵

を行 う事は興味 を唆 る事実である。

この第7,8図 に お い て縦 軸 は,酸 度 のMo1当 量,

横 軸 は 溶 媒 の 流 出量 で あ る。 流 す 液 の最初 は,純 粋の

Chlor(rformを,つ い で50mlhiecButanol含 量 を5%,

10%,20%… ・・と次 第 に高 め,溶 媒 のPolarityを 高め

て 行 く。 流 出液 の10mZず つ をAut◎maticfraction

collectorで 分取 して そ の 酸 度 を滴 定 で 測 定す ると同時

に,そ のFractionn、umberと,純 品の そ れの 比較 より

そ れ ぞ れ の有 機 酸 を 同 定 し た もの で あ る。

リン ゴ酸 のPeakに つ い て は上 述 したH2SO,・N且20H・

螢光 反応 の 外,Nを 含 ま ぬ こと,Ninhv.drin反 応(一)

そ の他 よ り同 定 し た.

次 に私 は,糖 質 代 謝 の十 字 路 に 立 つ 焦性 ブ ドー酸の動

き と,SMの 関連 を2,3研 究 して み たe結 核菌 の懸濁

液 を,Cbcarb◎xyla8e,MgO',PO!"等 の共 存下 に,焦

性 ブ ドー酸 を 基質 とし て,WarburgのMicrorespire

meterで 酸 素 吸 収 を 計 測 す る と,SMは これ を 抑制す

る(第3表,第9図)。

第3表 焦 性 プ ドー酸 酸 化 の反 応系

鳥型竹尾菌ガ ラス粉抽出液

焦性 ブ ドー酸 ソーダ
コカル ポキシ ラーゼ

MnC12

メチ レン青

pH6.0燐 酸緩衝液

全 量

第9図

1μ1

200

肇150

11100
量

50

0

1ml

100μM

lOOγ

1x103M(終 濃度)

500γ

M/20(終 濃度)

2.4ml

SMに よる焦性 プ ドー酸酸化の影響

15 30 45 60{分 》

これは焦性 ブ ドー酸の菌 による利用が低下 している為

であることが,該 酸 をFriedman氏 法で実際 に計測して

明確 となつた(第4表)。 然 しこの際 クエ ン酸の量には変

化ない事がNatel80n法 で定量 して明示 され た(第4表)。
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第4表SMの 焦性 プ ドー酸代謝 に与 える影響

竹尾鳥型4日 菌5000mg(乾 燥量)

焦性ブ ドー酸 ソーダ2000μM
コカルポキシラーゼ1000γ

MnSO,1×10-3巫(終 末濃度)

pH6.0燐 酸緩衝液M!50(終 末濃度)

全量50ml3時 間37。C

酸
素
吸

50
'～μ}

.

ク エ ン酸(γ)
セ5

第10図SMの クエ ン酸酸化 に与 える影醤

SM

(1000γlml)

対 照

支・1照

SMG裁%の

焦性 プ ドー酸
清費(MM)

510

620

菌体内焦性
プ ドー酸(γ)

40

23

齢 内齢 外

16

16

360

340

第11図TTC(2・3・5

〈}ぐ 二8

30 60硝 間(分 》

焦性 ブ ドー酸の酸化分解

をSMが 抑制する にも拘

わらず,ク エン酸量の影響

を与えぬ事は,奇 異 な現象

でこの顧末 を解決する事が

必要になる。 クエ ン酸代謝

にSMが 著変を与えぬ事

は,ク エン酸を基質 とした

q

C

色
液

T

溶

田
無
水

時の酸素吸収,ま たその際 の諸有機酸 の定量成績か ら明

らかとなつた(第5,6,7表,第10図)。 反応系は第5

表の如きものを採用 した。

第5表 クエ ン酸酸化の反応系

鳥型竹尾菌 ガラス粉抽 出液1ml

クエ ン酸 ソー ダ

メチ レン青

MgC12

pH7.2燐 酸 緩衝 液

全 量

50μ 巫

500γ

1×10-3巫(終 末 濃 度)

巫!20(終 末 濃度)

2.4m

第6表SMの クエ ン酸代謝に与 える影響

竹尾 鳥 型4日 菌

pH7.2燐 酸 緩衝 液

クエ ン酸 ソー ダ

MgC12

37。C3時 闇

1.5g(車 乞燥 量)

M!50

2500μM

lx10-3M

50ml
一

1

クエソ酸 菌体 内

消費 クエソ酸

(μM)(γ)

焦性 ブ ドー酸

(γ)

α一ケ トグル

タル酸(γ)

菌体内蹄 蠣 体内麟 外

ト・リフ ェ ニ ー ル テ ト ラ ゾ リ ウ ム ク ロ ラ イ ド)

!N-NH-⊂ 〉
+竺雪 ⊂ 〉-c +HCI

＼N-N⊂ 〉

TPF

還 元 赤 色水
に不溶

自鰍 化せず 懸 認 魏 鑛 韓で測定可能

第12図TPFの 生成量

吸光係数

Q2

Ol

σ3σ
…

第7表

鳥型竹尾4日 菌
コカルボキシラーゼ

MnSO4

pH7.3燐 酸緩衝液

焦性 ブ ドー酸 ソーダ
リンゴ酸

37℃3時 間

SMの クエン酸合成 に与 える影響

500mg(乾 燥 菌 量)

1000γ

1×10-3M

M/50(終 末 濃 度)

1000μ 逗

1000Pt巫

全 量50mZ

(、。謬 加 り68・98rs

対 照6808881

268216

274ユ85

402

385

これらの消息 を明らか にする為再度研究方法 を変えて

これを取扱つてみた。焦性 ブ ドウ酸の結核菌による利用

のSMに よる 影響をTTC(2・3・4triphenyltetraz(レ

rlUmchloride)で 研究 してみ た。TTC』 ≠fPFの 反

応は第U図 に略記せ る如 くで,TPFがAutoxidatiqn

しない事がかか る実験に従来賞用 された メチ レン ・ブ リ

ューにない美点である。焦性 ブ ドー酸 を水素供与体 とし

てTTCのTPFへ の還元状況を検討 してみ ると第12図

SM

(ユ000γ/ml)

対 照

総 調難)
538

672

64

53

クエ ン酸(γ)

菌体内歯体外

96

92

820

800

の如 く,SMが これを抑制す る事が判 明 し,先 述せ る酸

素吸収や,焦 性 ブ ドー酸の実測成績か らの観察 と軌を一

にする結果が ここでもまた得られ た。焦性 ブ ドー酸の生

体内運命 として当然想起 されるのはクエン酸であるが,

この問題 を更に第7表 に示すよ うな反応系で検討 してみ

た。す なわちOxalacetate前 駆物た り得 る リンゴ酸 を
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共存 させ て,焦 性 ブ ドー酸の 運命 を 検討 してみ た(第

7表)。

これ によ り先 に記 した如 く,焦 性 ブ ドー酸 の消費が,

SMに より抑制 され る事 は確認 され たが,ク エ ン酸量 は

この際 もやは り変化がない。

か くの如 き実験成績を総合す ると,結 核菌の焦性ブ ド

ー酸の運命が,一 旦 クエ ン酸に入つてから代謝 されるも

のなるや否や若干疑わざるを得ない。

先 の有機酸 のSilieagelChromatographyの 項 で,

詳細 にふれなかつたが,エ ーテル抽出法 で施行 した第8

図の成績において,左 端 のPeakは 目下検討中で,酢 酸

が有力視 され てい る。私共 はこれに関連 して,結 核菌の

除蛋 白炉液につ き,こ れ を水蒸気蒸溜 に付 して,葎 発性

の有機 酸を捕捉 し,定 量 してみた。その結果,SMは こ

れの量を滅少せ しめる事が判 つたが,こ れ をアル カ リで

中和後濃縮 して,Methylester化 後,Paperpartition

Chromatographyで 水飽和 ブタノールを用いて展開 し,

これにつ き,NH20Hで 有機酸のHydroxamateと し

FeC13で 発色せ しめると,RfO.81,0.51の2個 所に

Spotを み とめた。RfO・81の ものは 未だ同定出来 てい

ない(第13図)。

第13図 有機酸(揮 発性)の クロマ トグラフ

Rチ

Q81

0引 酪醗

ヒドロキサム法氷飽犯フタノール

そ して添加側 と,対 照 と比較 して大差 をみ とめない
。

RfO・51の ものは酢酸であ り,SM添 加側 のSpotの 著

しく小 さい事が認められ る。 これ等の成績を総合す ると

Ether抽 出法・Silicage1Chr・mat・graphyの 実験の

左端Peakが ・SMで 低い事よ り酢酸が や は り考え ら

れ,揮 発性有機酸の中,SMで 減少す るのは酢酸であ る

事が分 る。

考 案

かかる諸成績 を多角的に検討 してみ ると
,鳥 型結核菌

竹尾株は・ リンゴ酸醗酵 を行 う。最近山村等 は,結 核菌

のGranuleを ・ 高等動物 についでMitochondria調 製

法 にな らつて・冷凍高速度遠心機 によ りと り,こ の呼吸

酵素群を精査 した鋤)。それに よれ ば・私共 と同じ,竹 尾

鳥型結核菌か らとつたGranuleが リンゴ酸k化 を旺盛

に行 う事 を発見 した。 これ は私共の有機酸群のMigra"

tionPatternで ・ リンゴ酸の著大 なPeakを みた事実

と考 え合せて興味 ある問題 である。

なおSM問 題 に関連 しては,特 に焦性 ブ ドー酸の代

謝 の面から・若干興味 ある知見を得た。す なわち,焦 性

ブ ドー酸の結核菌 による利用 は,SMで かな りの抑制を

み るが・その運命 とし℃ クエ ン酸の面 を観察すると,

SMは 認むべ き影響を与 えない。焦 性ブ ドー酸の上記現

象は,酸 素吸収,TTCの 還元 化 学的定量 の三者から確

認され てい るから,ま ず確定的 と考 えられ る。 クエン酸

の方 も,焦 性 ブ ドー酸を基質 とした時,及 び(焦 性ブド

ー酸+リ ンゴ酸)を 基質 とした時 のクエン酸の定量値
,

また クエ ン酸 を基質 とした時 の酸素吸収や,ク エン酸の

消失状況 によ り,SMが これ に影響を与 えぬ事はまず動

か し難い。 か く考 え来 ると,焦 性 ブ ドー酸はUmbreit

等 の主張す る如 く,TCAcycle以 外の系に入つて代謝さ

れ て行 くものの如 き印象を与 えるのである。

私共は別 にSMの 作用機作に関 して かな り広汎にそ

の侵襲点を研索 し,次 のよ うな成績を得 てい る23)。SM

感性菌はSMに 遭遇す ると,六 炭糖の利 用にも,無 機燐

酸 のAdenyl酸 系への固定 にもSMで 変化 をうけぬが,

このTransphosphorylationsystemが 強 く被毒をうけ

る。特に この時RNAの 荒廃の著 しい事 を発見したeこ

の事実を,P32をTracerと して証 明した。

競近の細胞化学の進歩24)25)は,TCAcycleを 触媒す

る酵素群やOxidativephospherylatien等kの 所謂複

合酵素系(Multienzymesysteme)は 細胞穎粒に集中し

て存在 してお り,こ れはかか る諸酵 素蛋 白の他,Lipoid

RNAが 重要な構成因子であると考え られてい る26)27)。

かかる生化学者 として分劃遠心法で得 た穎粒が,古 くよ

り形態学的に 取 り扱われて来 たMitochondriaと 同一

物でないか と考えられ るに至つてお り,生 物学の一つの

大きな動向である 「形態 と機能の統一」が,一 部,生 化

学の領域で推進 されつつ ある事は興味深い。

さて このよ うな生化学の最近 の知見を導入 して,私 共

の実験を 再度考 え 直 してみ よう。SMは 燐酸代謝特に

RNAを 極度の擾乱状 態に陥れ る事が分 つている。これ

に対 して,力 源代謝系に関 しては,焦 性 ブ ドー酸の利用

を若干抑制す る事実以外,SMは みるべ き影響を与えぬ

事に大勢は帰結 した。要之,SMの 侵襲 点の核心は,燐

酸代謝・特 にRNAの 障害にあ り,私 共の手によつて,

抽出確認 された一 新RNA類 縁物質 は,そ の具体的裏付

となろう。換言すれば,Mitochondriaの 如 き細胞穎粒

の支柱物質RNAの 荒廃が,闇 接 に 複合酵 素系のUn一

__2A
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balanceを 招来す るであろ う事は容 易に諒解 しうる所で

ある。焦性 ブ ドー酸について私共の観察 した事実は,か

かる範疇の一例証 と考 えられないであろうか。

か く考え くると,RNAと 蛋白の合成転換の密接な関

連に関す る最近の考えよ り,SMのBacteriostaticな

作用も鮮かに諒解出来る。適応酵素産生阻止の現象,酵

素の崩壊転換のSMに よる 釘づけ現象等 にも,総 てnt

応矛盾な く理解出来 るであろう。

総 括

1)鳥 型結核菌k体 内有機酸群 を定量的に抽出する条

件 を吟味 した,

2)Silicagelを 固定的に使用するPartitionChro・

matographyで,TCAcycleに 現れ る有機酸群の分 劃

を,ま ず純品で検討 し,Rf値 を決定 した。

3)鳥 型結核菌について該方法 を適用 し,リ ンゴ酸 醗

酵を行 う事を確認 した。同時 に若干酢酸 の貯 留の存在 を

認めた.そ れ以外の有機酸含量は極めて低 い。

4)SMは 有機酸群のMigrationpatternに 認むべ

き変動 を与えない。

5)SMは 焦性 ブ ドウ酸の代謝 を抑制する事 を,酸 素

吸収,化 学的定 量成績,及 びTriphenyltetrazorium

chlorideの 還元値 よ り確定 した。

6)5)の 事実にも拘わらず,ク エ ン酸の代謝は諸種の

条件下において,SMで 影響 を蒙 らない。かかる実験事

実 より焦性 ブ ドー酸が,鳥 型結核菌 にてはTCAcycle

以外の経路で代謝 して行 く可能性 も考え得 よう。

7)SMを 作用せ しめた菌体内には,酢 酸が減少 して

いる事を水蒸気蒸溜法,及 びPaperpartitionChroma-

tographyに よ り確定 した。

3)SMはRNAを 中心 とす る 燐酸代謝に侵襲の中
　

心があるとす る,私 共のSMの 作用機序説 を述べ,本

研究において詳述 した有機酸代謝 と,SMの 関連を,私

共の機作論よ り研究 した。
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